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Chapitre 1. Introduction
1.1 Contexte
Les bactéries sont des cellules de taille microscopique qui peuplent l’en-
semble des environnements terrestres (aquatiques, telluriques, aériens, végé-
taux, animaux). Étant données leur répartition, leur diversité, leur biomasse,
ce sont probablement les êtres vivants présentant les métabolismes les plus
diversifiés sur Terre (Whitman et coll. 1998). Le plus souvent, nous ne re-
marquons leur présence que lorsqu’ils nous rendent malades. C’est l’une des
raisons pour lesquelles la microbiologie a d’abord été abordée sous un angle
clinique, les bactéries ne pouvant qu’être source de maladie. Suite à l’établis-
sement du postulat de Koch, l’étiologie des maladies infectieuses a longtemps
été abordée sous l’angle restrictif d’une interaction hôte-pathogène, sans te-
nir compte de l’ensemble de l’écosystème dans lequel évolue le pathogène. Or
nous savons maintenant que comme la plupart des êtres vivants, les bactéries
évoluent dans des écosystèmes, c’est-à-dire l’association d’une biocénose (êtres
vivants) et d’un biotope (environnement). Ces écosystèmes impliquent l’exis-
tence d’interactions complexes au sein de la biocénose mais également entre
la biocénose et le biotope. Ces approches plus globales de la microbiologie, à
l’origine du concept d’écologie microbienne, nous ont amenés à revoir notre
approche des pathologies humaines. Ces dernières pourraient alors survenir
suite à des dysbioses au sein d’un écosystème particulier. Grâce notamment
aux avancées technologiques, nous savons aujourd’hui que le corps humain ren-
ferme des milliards de bactéries regroupées en microbiotes au sein des di érents
sites colonisés : microbiotes urogénital, digestif, oral, respiratoire, cutané. Les
bactéries associées au corps humain (notamment présentes dans le tube di-
gestif) sont ainsi au moins dix fois plus nombreuses que les cellules humaines
(Mullard 2008), certaines remplissant des fonctions qui nous sont vitales
(Costello et coll. 2009 ; Noverr et coll. 2004). Les microbiotes associés aux
humains sont des mélanges caractéristiques et complexes de micro-organismes
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ayant co-évolué avec leurs hôtes. Les espèces qui composent ces communau-
tés varient en fonction des hôtes et sont le résultat de migrations restreintes
entre hôtes ainsi que d’interactions écologiques fortes au sein de l’hôte. La
diversité de ces communautés est également fonction du régime alimentaire,
du génotype ou de l’histoire microbiologique de l’hôte (Dethlefsen et coll.
2007). En 2009, Sansonetti décrit ainsi l’Homme comme un hybride « primate-
microbes » (Sansonetti 2013). Le rôle et l’abondance de ces microbiotes as-
sociés aux humains sont les raisons pour lesquelles on les compare parfois à
des organes virtuels. Ces bactéries qui s’intègrent dans une relation mutua-
liste avec l’hôte humain et qui participent au maintien de l’homéostasie de
son organisme constituent la flore commensale - du latin cum, avec, et mensa,
table - signifiant littéralement « compagnon de table ». Notre microbiote pré-
sente une diversité très importante puisqu’il compte 22 phylums di érents. Les
Actinobacteria (36,6 %), les Firmicutes (34,3 %), les Proteobacteria (11,9 %)
et les Bacteroidetes (9,5 %) comptent pour 92,3 % de cette diversité (Cos-
tello et coll. 2009). Il n’en reste pas moins vrai que certaines bactéries sont
capables de provoquer des infections chez l’hôte sain. Une infection est une
multiplication d’un micro-organisme dans les tissus de l’hôte qui cause une
maladie : on parle alors de bactéries pathogènes. Ces maladies peuvent être
plus ou moins graves. Certains pathogènes sont dits opportunistes car ils ne
provoquent une maladie que dans des catégories particulières de la popula-
tion (personnes immunodéprimées, âges extrêmes de la vie, patients hospita-
lisés. . .). Traditionnellement, les infections sont soit nosocomiales, c’est-à-dire
acquises à l’hôpital (pas d’incubation lors de l’admission et infection déclarée
48 heures après cette admission), soit communautaires, c’est-à-dire acquises à
l’extérieur de l’hôpital. Toutefois, une nouvelle catégorie d’infections est ap-
parue récemment, ce sont les infections liées aux soins. Une infection est dite
associée aux soins si elle survient « au cours ou à la suite d’une prise en
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charge (diagnostique, thérapeutique, palliative, préventive ou éducative) d’un
patient, et si elle n’était ni présente, ni en incubation au début de la prise
en charge » (Comité technique des infections nosocomiales et des
infections liées aux soins 2007). Le système respiratoire héberge égale-
ment un microbiote particulier et peut-être le siège d’infections graves voire
fatales. L’un des principaux pathogènes responsables d’infections respiratoires
est Pseudomonas aeruginosa, une bactérie pathogène opportuniste particuliè-
rement problématique chez les patients atteints de la mucoviscidose ou sous
ventilation mécanique. Dans leurs écosystèmes respectifs, les micro-organismes
entrent en compétition les uns avec les autres afin de survivre et se multiplier.
C’est de cette compétition que découle l’une des plus grandes découvertes mé-
dicales du début du 20ème siècle, celle des antibiotiques. Ainsi, en découvrant
la pénicilline en 1928, Alexandre Fleming a permis de sensiblement améliorer le
confort et l’espérance de vie de l’Homme. Les antibiotiques sont des molécules
antimicrobiennes le plus souvent produites par des micro-organismes. Cepen-
dant, les bactéries se caractérisent également par leurs facultés d’adaptations
et certaines d’entre-elles, dont P. aeruginosa, peuvent développer des méca-
nismes de résistance à de nombreux antibiotiques. Il est ainsi devenu indispen-
sable de développer des alternatives thérapeutiques aux antibiotiques afin de
continuer à lutter e cacement contre les infections bactériennes. Les connais-
sances acquises concernant la diversité, l’importance et le fonctionnement des
écosystèmes microbiens chez l’Homme permettent notamment d’envisager la
modification du microbiote comme une de ces alternatives.
1.2 L’appareil respiratoire
L’appareil respiratoire regroupe les di érentes structures impliquées dans
la respiration (fig. 1.1). Anatomiquement, l’appareil respiratoire est divisé en
trois parties : i) les voies aériennes supérieures (nez, bouche, pharynx, larynx),
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ii) les voies aériennes inférieures (trachée, bronches) et iii) les poumons (sacs
alvéolaires, alvéoles pulmonaires). Microbiologiquement, il est plus simple de
considérer l’appareil respiratoire comme constitué des voies aériennes supé-
rieures (VAS), de la bouche et du nez à l’oropharynx, et des voies aériennes in-
férieures (VAI), de l’oropharynx aux sacs alvéolaires. Les poumons ont pendant
longtemps été considérés comme un organe stérile chez l’individu sain. Ce pos-
tulat était la conséquence de deux limites principales. La première d’entre elles
était la di culté d’accès aux poumons. La bronchoscopie permet maintenant
d’y e ectuer des prélèvements, mais cette technique est néanmoins invasive et
di cile à justifier d’un point de vue éthique en l’absence de nécessité clinique.
De plus, les échantillons prélevés peuvent être contaminés lors du trajet de
la sonde, notamment au niveau des voies aériennes supérieures qui possèdent
leurs propres écosystèmes microbiens (Charlson et coll. 2011). En raison
des faibles biomasses concernées, les écosystèmes respiratoires sont d’autant
plus menacés par ces contaminations lors des prélèvements. D’autre part, le
seul outil disponible jusqu’à l’avènement des techniques de biologie moléculaire
était la culture. Or on estime que seul 1 % de la totalité des micro-organismes
terrestres peut être cultivé (Dewhirst et coll. 2010 ; Paster et coll. 2001) ;
on estime que 20 à 30 % des micro-organismes sont cultivables lorsque l’on
s’intéresse à l’écosystème humain (Han et coll. 2012).
La connaissance du microbiote, c’est-à-dire l’ensemble des micro-organismes
vivant dans un environnement spécifique, installé dans les voies respiratoires
est essentielle pour appréhender la complexité des interactions entre les micro-
organismes qui le composent ainsi qu’entre ces micro-organismes et l’hôte.
L’avènement des nouveaux outils de biologie moléculaire, en permettant de
s’a ranchir de la culture des micro-organismes, a profondément modifié notre
connaissance du microbiote respiratoire. Ainsi, le poumon était encore très
récemment considéré comme stérile chez l’individu sain. Il a été montré, à par-
15
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Figure 1.1 – Le système respiratoire humain. (Source : wikipedia.org, 2014 ).
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tir de l’analyse de prélèvements respiratoires étagés chez six individus sains
par PCR quantitative et pyroséquençage du gène codant l’ARNr 16S, que
des bactéries étaient présentes au niveau des alvéoles et des bronchioles. Les
communautés bactériennes étaient identiques à celles retrouvées au niveau des
voies respiratoires supérieures mais en quantités très inférieures (diminution
des concentrations de 2 à 4 logarithmes) (Charlson et coll. 2011). Cette
continuité des populations bactériennes laisse à penser que l’origine des bac-
téries alvéolaires se trouverait au niveau des voies respiratoires supérieures, et
que la colonisation des voies inférieures pourrait se faire par un mécanisme
de micro-inhalation. Dans une autre publication, l’étude du microbiote oral
de 3 sujets sains par pyroséquençage du gène codant l’ARNr 16S a permis de
mettre en évidence un noyau phylogénétique commun entre individus, alors
que d’autres phylotypes étaient spécifiques à chaque individu (Zaura et coll.
2009).
Parallèlement, et grâce aux mêmes outils, le microbiote pulmonaire a été
décrit chez des personnes atteintes de di érentes maladies : pneumonie (Bous-
bia et coll. 2012), mucoviscidose (Cox et coll. 2010 ; Willner et coll. 2009),
bronchite chronique obstructive (Sze et coll. 2012), mettant en évidence une
complexité microbienne jusqu’à présent très peu explorée. Cette connaissance
des di érents phylotypes bactériens prédominants chez les sujets sains et chez
les malades va notamment permettre d’étudier les modifications induites dans
un microbiote lors de pathologies pulmonaires et de mieux appréhender d’éven-
tuels e ets de l’administration de probiotiques pour lutter contre des patho-
gènes pulmonaires.
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1.2.1 Le microbiote des voies aériennes supérieures
1.2.1.1 La cavité orale
Le microbiote des voies aériennes supérieures est principalement situé dans
la cavité orale qui comprend des habitats microbiens très di érents les uns
des autres (dents, sulcus gingival, gencive attachée, langue, joues, lèvres, pa-
lais mou et dur). Les travaux les plus récents ont permis de détecter 500 à
700 espèces présentes dans la cavité orale (Dewhirst et coll. 2010 ; Pas-
ter et coll. 2001 ; Zaura et coll. 2009). Le phylum des Firmicutes, auquel
appartiennent les lactobacilles, domine assez largement cet écosystème. Les
lactobacilles semblent en revanche assez peu représentés, largement dominés
par les streptocoques. Cette grande diversité s’explique notamment par le fait
que la cavité orale est une porte d’entrée importante du corps humain, à la
fois pour la respiration et l’alimentation. La diversité des habitats disponibles
permet à des bactéries très di érentes de s’y installer. Le microbiote oral peut
être divisé en deux grandes catégories : d’abord un microbiote autochtone
bien établi, connaissant peu de variations au cours du temps, sur lequel vien-
drait se gre er le microbiote allochtone, susceptible de varier dans le temps.
Certains travaux mettent en évidence l’existence d’un noyau phylogénétique
commun à l’Homme. Ce noyau est constitué majoritairement de Firmicutes,
d’Actinobacteria, de Proteobacteria et de Bacteroidetes, ces phylums comptant
pour plus de 80 % de la diversité microbienne orale (Bik et coll. 2010 ; Dew-
hirst et coll. 2010 ; Zaura et coll. 2009). Le genre qui domine cette niche
écologique est Streptococcus, à la fois en terme d’abondance et d’étendue. Les
genres Veillonella, Prevotella, Neisseria, Rothia et Haemophilus sont égale-
ment relativement abondants et communs chez l’individu sain (Aas et coll.
2005 ; Bik et coll. 2010 ; Dewhirst et coll. 2010 ; Diaz et coll. 2012). Segata
et coll. ont obtenu des résultats semblables en 2012 mais ont détecté la présence
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en quantité plus importante de bactéries appartenant au genre Fusobacteria
(Segata et coll. 2012).
1.2.1.2 La cavité nasale
Les narines sont également un point d’entrée important pour les micro-
organismes, au même titre que la cavité orale. L’aspect microbiologique de
cet écosystème a été moins étudié que celui de la cavité orale, la plupart des
données existantes concernant uniquement la détection de pathogènes tels que
Staphylococcus aureus par des méthodes culturales. Le microbiote nasal est do-
miné par les Firmicutes (familles Staphyolococcacea et Lachnospiraceae) et les
Actinobacteria (famille Corynebacteriaceae) (Lemon et coll. 2010). Le travail
de Lemon et coll. en 2010 a mis en évidence une corrélation négative entre les
portages de bactéries appartenant aux familles Staphylococcaceae d’une part
et Corynebacteriaceae et Propionibacteriaceae d’autre part, ce qui pourrait
impliquer un e et protecteur de ces dernières. En e et, le portage nasal de
Staphylococcus aureus est un facteur de complication pouvant entraîner des in-
fections dans di érentes conditions comme les interventions cardio-thoraciques,
les hémodialyses ou les séjours en soins intensifs (Kluytmans et coll. 2005 ;
Wertheim et coll. 2005).
1.2.1.3 L’oropharynx
L’oropharynx est un carrefour qui permet à la fois la circulation de l’air
et des aliments et est donc exposé aux micro-organismes inhalés ou ingérés.
Le microbiote oropharyngé est également dominé par les Firmicutes et les
Proteobacteria. À la di érence des narines, la famille des Streptococcaceae est
la plus représentée au sein des Firmicutes. Une corrélation négative entre les
prévalences des phylums Firmicutes et Proteobacteria a également été mise en
évidence (Lemon et coll. 2010). Cardenas et coll. ont montré que le micro-
biote oropharyngé chez des enfants sains était constitué des phylums Firmi-
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cutes, Proteobacteria, Actinobacteria et Bacteroidetes qui représentaient res-
pectivement 72 %, 12 %, 8 % et 7 % des OTU (Operationnal Taxonomic Unit)
recueillis (Cardenas et coll. 2012). La diversité, estimée grâce au nombre
d’OTU par phylum, était la plus élevée chez les Firmicutes (51 % du nombre
total d’OTU) contre respectivement 16 %, 11 % et 10 % pour les Actinobacte-
ria, les Proteobacteria et les Bacteroidetes.
En comparant les caractéristiques des microbiotes présents dans les di é-
rents sites, on peut constater l’existence d’une évolution de la diversité lorsque
l’on se déplace des narines vers l’oropharynx : les Firmicutes dominent le mi-
crobiote nasal avec les Actinobacteria. Les Proteobacteria apparaissent dans le
nasopharynx et semblent co-dominer avec les Firmicutes le microbiote oropha-
ryngé (Hilty et coll. 2010 ; Lemon et coll. 2010).
1.2.2 Le microbiote des voies aériennes inférieures
Il est établi que non seulement les voies aériennes inférieures ne sont pas
stériles mais également que leur colonisation revêt une importance particu-
lière dans la maturation du système immunitaire pulmonaire (Herbst et coll.
2011). Quelques études portant sur le microbiote pulmonaire de patients sains
mettent en évidence une domination de l’écosystème par des bactéries appar-
tenant aux Firmicutes, dont les Veillonellaceae, et aux Bacteroidetes, dont les
Prevotellaceae (Beck et coll. 2012 ; Charlson et coll. 2011 ; Hilty et coll.
2010). Aucun de ces travaux n’a mis en évidence de di érence significative
entre les microbiotes des VAS et des VAI. Une des principales di cultés ren-
contrées lors de ces travaux est de parvenir à distinguer les micro-organismes
qui sont réellement installés dans les poumons des micro-organismes issus des
VAS. L’hypothèse qui prévaut actuellement est que le microbiote des VAI se-
rait proche de celui des VAS en terme de diversité, avec une biomasse moins
importante (Charlson et coll. 2011).
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1.3 Les infections respiratoires
En 2008, les infections des voies respiratoires inférieures et la tuberculose
ont été responsables de 4,8 millions de morts (8,5 % de la mortalité mon-
diale). Ces données sont une moyenne à l’échelle mondiale, sachant que les
pays faiblement développés sont plus durement touchés par les infections res-
piratoires, notamment à cause des infections chez les nouveau-nés et de la
malaria (données de l’OMS, 2008). Une infection est le résultat de l’agression
d’un organisme par un micro-organisme. La gravité de l’infection est fonc-
tion du rapport de force entre la virulence de l’agent pathogène et la réaction
immunitaire de l’hôte. On distingue généralement deux catégories d’agents pa-
thogènes : les pathogènes obligatoires qui sont incapables de survivre hors de
leur hôte, et les pathogènes opportunistes qui ne provoquent une infection que
dans des cas particuliers tels qu’une immunodépression. Les infections respi-
ratoires basses regroupent les bronchites, les bronchiolites et les pneumonies
qui sont respectivement des infections des bronches, des bronchioles et des
sacs alvéolaires. Les bronchiolites concernent les jeunes enfants de 1 mois à 2
ans et sont surtout causées par le virus respiratoire syncytial (Collège des
Universitaires de Maladies Infectieuses et Tropicales 2008a). Les
bronchites sont divisées en deux catégories selon les patients concernés : chez
le sujet sain, elles sont d’origine virale. Chez le patient sou rant de broncho-
pneumopathie chronique obstructive (BPCO), elles peuvent être causées par
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ou Moraxella catharralis.
Les pathogènes à l’origine de ces infections peuvent évoluer selon la sévérité de
la BPCO ou selon le parcours du patient, avec en particulier une apparition
de P. aeruginosa lors des BPCO les plus sévères.
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1.3.1 Les infections associées aux soins
Les infections associées aux soins ou IAS regroupent toutes les infections
survenues au cours ou à la suite d’une prise en charge (diagnostique, thérapeu-
tique ou préventive) d’un patient et qui n’étaient ni présentes ni en incubation
lors de cette prise en charge. Les IAS regroupent les infections nosocomiales -
du grec nosocomios, hôpital - et les infections contractées lors de soins délivrés
hors des établissements de santé (Collège des Universitaires de Ma-
ladies Infectieuses et Tropicales 2008b). Ces deux catégories ont été
regroupées au sein des infections associées aux soins en raison des similarités
entre les pathologies, notamment en ce qui concerne les micro-organismes res-
ponsables, principalement Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
(Attridge et coll. 2011 ; Collège des Universitaires de Maladies In-
fectieuses et Tropicales 2008b). En 2008, la prévalence en France des
infections nosocomiales était de 9 % et ces infections se rencontraient le plus
souvent dans les services de réanimation, de chirurgie, de brûlés et d’hématolo-
gie, de gériatrie et de soins de suite et de réadaptation. Les infections nosoco-
miales les plus fréquentes sont les infections urinaires (30 %), les pneumonies
(20 %), les infections du site opératoire (20 %), les infections sur cathéter
(15 %) et les bactériémies primaires (5 %) (Collège des Universitaires
de Maladies Infectieuses et Tropicales 2008b). Ces infections sont
principalement causées par des bacilles à Gram négatif (60 %) et des coques à
Gram positif (30 %). Les trois bactéries les plus impliquées dans ces infections
sont Escherichia coli (25 %), Staphylococcus aureus (15 %) et Pseudomonas
aeruginosa (15 %).
1.3.2 Les infections communautaires
Les infections communautaires sont contractées en dehors de tout parcours
de soin. Les principaux micro-organismes impliqués sont Streptococcus pneu-
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moniae, Haemophilus influenzae et des pathogènes atypiques (Chlamydia sp.,
Legionella pneumophila. . .) (Attridge et coll. 2011).
1.3.3 Les infections sur terrains particuliers
1.3.3.1 La mucoviscidose
La mucoviscidose (ou fibrose kystique du pancréas) est la maladie hérédi-
taire à transmission autosomique récessive la plus fréquente chez les individus
caucasiens avec 7 cas pour 100000 individus en Europe (Farrell 2008). En
France, la prévalence de la maladie à la naissance est estimée à 1 cas pour
4700 naissances et s’élève à 1 cas pour 2700 naissances en Bretagne (O’Sul-
livan et coll. 2009). La maladie est causée par une mutation du gène CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). Ce gène code la pro-
téine CFTR, exprimée par de nombreuses cellules épithéliales et sanguines.
Cette protéine canalaire est impliquée dans la circulation des ions chlorures
et de l’eau entre les milieux intra- et extracellulaires. Elle possède également
de nombreuses fonctions régulatrices telles que l’inhibition des canaux sodium
ou l’acidification des organelles intracellulaires. Dans les poumons, la maladie
entraîne une augmentation de la viscosité du mucus qui tapisse les épithé-
liums respiratoires, diminuant ainsi la clairance mucociliaire et favorisant leur
colonisation par des bactéries. Les insu sances respiratoires causées par des
infections bronchiques chroniques sont ainsi responsables du décès de 80 % des
patients atteints de la mucoviscidose (O’Sullivan et coll. 2009).
Le statut bactériologique pulmonaire d’un patient évolue au cours de sa vie,
avec une diversité microbienne qui diminue au cours du vieillissement ; dans
leur plus jeune âge, les poumons des patients atteints de la mucoviscidose sont
colonisés principalement par Haemophilus influenza et Staphylococcus aureus.
Au cours du temps, S. aureus supplante progressivement H. influenza avant
de laisser place à P. aeruginosa. Cela ne signifie pas la disparition de S. aureus
23
Chapitre 1. Introduction
Figure 1.2 – Fréquence de colonisation des poumons par les pathogènes les
plus fréquents chez les patients atteints de la mucoviscidose selon leur âge.
(Source : registre français de la mucoviscidose, 2011 ).
mais que P. aeruginosa devient le pathogène dominant à l’âge adulte, coloni-
sant de 50 à 60 % des patients (fig. 1.2). Une surreprésentation de bactéries
phylogénétiquement proches telles que les Pseudomonadaceae a ainsi été mise
en évidence chez ces patients (Cox et coll. 2010 ; Guss et coll. 2011). Paral-
lèlement à ces évolutions apparaissent des espèces multirésistantes tels que les
MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus Aureus) ou MDRPA (Multi-Drug
Resistant Pseudomonas Aeruginosa).
1.4 Pseudomonas aeruginosa
1.4.1 Généralités
P. aeruginosa est une Pseudomonadaceae, de l’ordre des Pseudomonadales
de la classe des gamma-protéobactéries. Les Pseudomonadaceae sont généra-
lement décrites comme possédant un métabolisme essentiellement respiratoire
aérobie strict, ne produisant pas de gaz et possédant une oxydase. Cepen-
dant, de nombreuses Pseudomonadaceae sont capables de se développer en
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conditions anoxiques en utilisant d’autres accepteurs d’électrons que le di-
oxygène. Les pseudomonades ont des besoins nutritifs réduits et présentent
une versatilité métabolique importante (Frimmersdorf et coll. 2010 ; Silby
et coll. 2011). Leurs fortes capacités métaboliques sont notamment très étu-
diées dans le cadre des bioremédiations (2152 résultats en utilisant les termes
MeSH « Pseudomonas » et « biodegradation, environmental »). P. aeruginosa
est ainsi un micro-organisme ubiquiste et versatile : il est capable de coloniser
des environnements aussi divers que les eaux usées, les sols, les animaux, les
végétaux ou l’Homme.
1.4.2 Infections respiratoires à P. aeruginosa
Relativement ino ensif chez les individus immunocompétents, P. aerugi-
nosa est responsable de pathologies graves chez les individus immunodéficients
ou particulièrement vulnérables. P. aeruginosa a émergé au cours du siècle
passé en tant que responsable d’infections nosocomiales. Il est impliqué dans
un grand nombre de pathologies telles que les infections du tractus urinaire, les
kératites, les pneumonies acquises sous ventilation mécanique ou encore les in-
fections pulmonaires chez les patients atteints de la mucoviscidose (Chastre
et coll. 2002 ; Sadikot et coll. 2005). Entre 1975 et 2003, la fréquence des
pneumonies acquises sous ventilation mécanique causées par P. aeruginosa
aux États-Unis est passée de 9,6 % à 18,1 %, faisant ainsi de ce pathogène
le principal micro-organisme à Gram négatif isolé lors de pneumonies nosoco-
miales (Gaynes et coll. 2005). P. aeruginosa est également la bactérie à Gram
négatif la plus fréquemment isolée dans les infections post-chirurgicales (9,5 %
des cas). Parmi les sites au niveau desquels on retrouve P. aeruginosa, les pou-
mons sont associés aux taux de mortalité les plus importants. Cliniquement, les
infections à P. aeruginosa sont à l’origine de di érents syndromes : les pneumo-
nies communautaires (CAP pour community-acquired pneumonia) concernent
25
Chapitre 1. Introduction
plutôt les enfants atteints de la mucoviscidose et les patients sou rant de pa-
thologies pulmonaires chroniques. P. aeruginosa est également fréquemment
impliqué dans les pneumonies acquises sous ventilation mécanique (VAP pour
ventilation-associated pneumonia). Le taux de mortalité dans les pneumonies
à P. aeruginosa acquises sous ventilation mécanique est compris entre 42,1 et
87 % (Fujitani et coll. 2011). La fréquence des VAP à P. aeruginosa et les
taux de mortalité associés peuvent varier d’une étude à l’autre en raison de
la di culté à définir exactement les critères correspondant à l’établissement
d’une VAP (Koenig et coll. 2006). P. aeruginosa est également le pathogène
le plus fréquemment isolé dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et les
sputums des patients atteints de la mucoviscidose (Döring et coll. 2000).
P. aeruginosa pose de tels problèmes notamment parce qu’il possède de nom-
breux facteurs de virulence. Le pouvoir pathogène d’un micro-organisme repose
sur l’ensemble des propriétés biologiques qui lui permettent de provoquer une
maladie chez l’hôte. La virulence d’une bactérie est définie par sa capacité à
coloniser, à se multiplier puis à provoquer une infection locale ou systémique.
Di érents facteurs de virulence permettent à P. aeruginosa de mettre en place
ces trois phases chez un hôte. Parmi les facteurs de virulence importants de
P. aeruginosa figurent la formation de biofilm et la production d’élastase.
1.4.3 Facteurs de virulence
1.4.3.1 Quorum-sensing
Le quorum-sensing est un système bactérien de signalisation cellulaire im-
pliquant la production, la di usion et la détection de petites molécules appe-
lées auto-inducteurs. Ce système permet aux bactéries de percevoir leur envi-
ronnement et de synchroniser leur comportement, notamment au moment où
la densité bactérienne atteint un certain seuil (quorum) (Lazdunski et coll.
2004). Les bactéries sont ainsi capables d’utiliser une grande variété d’auto-
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inducteurs : chez les bactéries à Gram négatif, ces molécules sont souvent des
acyl homosérines lactones (AHL). Ce système permet principalement une com-
munication entre des bactéries appartenant à une même espèce, bien que des
cas de communication interspécifiques aient été décrits (Winans 2002). On
connaît notamment chez P. aeruginosa deux systèmes complets de quorum-
sensing. Ces systèmes sont LasR/I et RhlR/I, les AHL associées étant respec-
tivement une 3-oxo-C12-HSL (N-(3-oxododecanlyl)-L-homosérine lactone) et
une C4-HSL (N-butyrylhomosérine lactone) (Lazdunski et coll. 2004 ; Mil-
ler et coll. 2001). La production de facteurs de virulence par P. aeruginosa
n’est pas permanente. Elle répond notamment à des stimulations et des régu-
lations diverses, et permet à la bactérie de s’adapter à di érentes situations
environnementales. Le quorum-sensing possède ainsi un rôle central dans la
virulence de P. aeruginosa : les couples « protéine R/AHL » sont des régulons
pouvant agir comme facteurs de transcription de certains facteurs de virulence
de P. aeruginosa. Trois études menées entre 2002 et 2003 ont démontré que
l’expression de 6 à 10 % des gènes de P. aeruginosa était contrôlée par le
quorum-sensing (Hentzer et coll. 2003 ; Schuster et coll. 2003 ; Wagner
et coll. 2003).
1.4.3.2 Le biofilm
Les bactéries vivent sous forme libre (ou planctonique) ou regroupées au
sein de biofilms. La microbiologie s’est longtemps focalisée sur l’étude des bac-
téries sous forme planctonique mais leur mode de vie principal est en fait le
biofilm (Costerton et coll. 1999 ; Davey et coll. 2000 ; Hall-Stoodley
et coll. 2009 ; Jefferson 2004 ; Kuramitsu et coll. 2007 ; Ma et coll. 2009 ;
Njoroge et coll. 2009). Un biofilm bactérien est une structure sessile fixée à
un substrat et regroupant des bactéries ainsi que des protéines et de l’ADN
extracellulaire au sein d’une matrice polysaccharidique elle-même structurée
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autour de canaux permettant la circulation de l’eau et des nutriments (Davies
2003 ; Høiby et coll. 2011 ; Ma et coll. 2009). Le biofilm permet tout d’abord
aux bactéries de résister aux forces physiques engendrées par de nombreux en-
vironnements, comme les forces de cisaillement dans un fluide en circulation.
Ces forces de cisaillement existent aussi bien dans une canalisation industrielle
que dans un vaisseau sanguin. En se regroupant sous forme de biofilm, les
bactéries peuvent coloniser durablement ces environnements. Au sein de cette
matrice, les micro-organismes sont également protégés des antibiotiques ou
des désinfectants qui ne pourront que di cilement atteindre les cellules bacté-
riennes (Costerton et coll. 1999 ; Ma et coll. 2009 ; Römling et coll. 2012).
Le biofilm permet également aux bactéries d’échapper au système immunitaire
de l’hôte en réduisant notamment l’e cacité de la phagocytose. La complexité
de la structure et du métabolisme du biofilm poussent certains à le comparer
aux tissus des organismes supérieurs (Costerton et coll. 1999). L’établisse-
ment d’un biofilm se fait en plusieurs étapes : (i) fixation initiale et réversible
d’une bactérie à une surface, (ii) constitution et maturation d’une structure
complexe et dynamique regroupant tous les éléments du biofilm, (iii) matura-
tion et (iv) dissolution du biofilm (Bjarnsholt 2013 ; Klausen et coll. 2003 ;
O’Toole et coll. 2000 ; Römling et coll. 2012 ; Wozniak et coll. 2003).
Composition du biofilm de P. aeruginosa. P. aeruginosa produit
trois exopolysaccharides impliqués dans la construction du biofilm : i) l’al-
ginate, un polysaccharide constitué d’acide mannuronique et d’acide guluro-
nique, ii) un exopolysaccharide riche en glucose et produit par des enzymes
encodées par le cluster de gènes pel et iii) un exopolysaccharide riche en man-
nose, rhamnose et glucose produit par des protéines encodées par le cluster de
gène psl (Ghafoor et coll. 2011 ; Schurr 2013). L’alginate a longtemps été
considéré comme l’exopolysaccharide majoritaire de la matrice extracellulaire
de P. aeruginosa, probablement en raison de l’importance des souches mu-
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Figure 1.3 – Les quatre raisons qui poussent les bactéries à former du biofilm
selon le Dr Sean D. Taverna. (Source : K.K. Je erson, FEMS microbiology
letters, 2004).
coïdes chez les patients atteints de la mucoviscidose ; ce caractère mucoïde est
en e et dû à la surproduction d’alginate. Mais des travaux ultérieurs ont mis en
évidence le fait que le biofilm formé par des souches non mucoïdes ne contenait
que peu voire pas du tout d’alginate et que la répression de gènes responsables
de la production d’alginate n’altérait ni la production ni la structure du biofilm
produit par ces souches (Branda et coll. 2005 ; O’Toole et coll. 2000). Rôle
du biofilm dans l’infection. Selon l’Institut National de la Santé des États-
Unis (NIH), 80 % des infections humaines impliqueraient des bactéries formant
du biofilm (Römling et coll. 2012). Lors d’une infection chez l’Homme, cette
formation de biofilm pose di érents problèmes : la persistance de l’infection et
la résistance de l’agent infectieux aux traitements antibiotiques. Ces résistances
aux antibiotiques ont plusieurs origines. La première est que les antibiotiques
atteignent di cilement leur cible en raison de l’épaisseur du biofilm et de sa
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structure : ses constituants sont réputés ralentir la di usion des antibiotiques
(Costerton et coll. 1999). De plus, le biofilm est un amalgame de cellules
hétérogènes d’un point de vue physiologique. Cette hétérogénéité représente
un avantage non négligeable puisque les bactéries présenteront des sensibilités
di érentes aux antibiotiques. Ainsi certaines cellules bactériennes sont dans des
phases de croissance très lente en raison de l’accès di cile à l’oxygène et aux
nutriments. Les bactéries présentant des vitesses de multiplication faibles sont
généralement moins sensibles à l’action des antibiotiques. Un autre problème
posé par l’existence de biofilms au cours des infections est qu’ils peuvent hé-
berger di érents micro-organismes, ces infections étant alors polymicrobiennes.
Enfin, la détection et l’identification de bactéries au sein d’un biofilm est di -
cile : les bactéries sont peu accessibles lors des prélèvements et lorsqu’elles sont
dans un état de quiescence, leur culture est fastidieuse, nécessitant l’utilisation
d’outils de biologie moléculaire.
1.4.3.3 L’élastase
Les protéases jouent un rôle majeur durant les infections à P. aeruginosa.
P. aeruginosa produit di érentes protéases dont deux élastases, l’élastase A
(ou staphylolysine) et l’élastase B (ou pseudolysine). Ces deux métallopro-
téases participent à la pathogénicité de P. aeruginosa (Kida et coll. 2008).
L’élastase A a pour principal substrat l’élastine, tandis que l’élastase B est
capable de dégrader l’élastine, le collagène, la fibrine, les IgG et IgA, l’interfé-
ron g et le TNF-a (Caballero et coll. 2001 ; Delden et coll. 1998). L’activité
élastolytique de P. aeruginosa repose sur une synergie entre les deux élastases
qui sont codées par les gènes lasA et lasB. Le rôle de l’activité élastolytique de
P. aeruginosa a été mis en évidence dans plusieurs travaux (Azghani et coll.
1990 ; Blackwood et coll. 1983 ; Wilson et coll. 1996). L’élastase réduit no-
tamment la clairance de P. aeruginosa au niveau pulmonaire et est capable de
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dégrader les jonctions serrées épithéliales.
1.4.3.4 Antibiorésistances
Les antibiotiques exercent leurs activités grâce à cinq modes d’action : i)
inhibition de la synthèse de la paroi cellulaire, ii) inhibition de la synthèse pro-
téique, iii) inhibition de la synthèse des acides nucléiques, iv) inhibition de voies
métaboliques et v) déstabilisation de la membrane plasmique des bactéries
(Clatworthy et coll. 2007 ; Tenover 2006). Outre ses résistances naturelles
à certains antibiotiques, P. aeruginosa a la faculté de développer de nouvelles
résistances à des antibiotiques normalement e caces. Ces résistances reposent
d’une part sur la faible perméabilité de la membrane plasmique de P. aeru-
ginosa et d’autre part sur l’existence de nombreux mécanismes adaptatifs de
résistance. La multiplicité des résistances pouvant être possédées par P. aeru-
ginosa le fait entrer dans la catégorie des « superbugs », ces micro-organismes
capables de résister à la majorité voire à la totalité des antibiotiques disponibles
sur le marché (Breidenstein et coll. 2011). La multirésistance chez P. aeru-
ginosa est caractérisée par la résistance à au moins un antibiotique au sein de
trois classes d’antibiotiques parmi celles figurant dans la table 1.1 (Magio-
rakos et coll. 2012). Les trois classes d’antibiotiques principalement utilisées
contre P. aeruginosa sont les b-lactamines, les fluoroquinolones et les ami-
noglycosides (Breidenstein et coll. 2011). Les résistances aux antibiotiques
sont communes chez P. aeruginosa, à tel point qu’en 2012, 13,8 % des isolats
étaient résistants à trois classes d’antibiotiques, et que 5,8 % étaient résistants
aux cinq classes d’antibiotiques sous surveillance (European Centre for
Disease Prevention and Control et coll. 2012).
Il existe quatre grands mécanismes permettant à une bactérie de résister à
l’action d’antibiotiques : l’imperméabilité membranaire, les systèmes d’e ux
actifs, les changements de cible ou les enzymes sont retrouvés chez P. aerugi-
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Figure 1.4 – Mécanismes d’action des di érentes classes d’antibiotiques.
(Source : Clatworthy, Nature chemical biology, 2007).
Table 1.1 – Catégories des antimicrobiens et antimicrobiens utilisés afin de
déterminer le statut de résistance de P. aeruginosa. (Source : adapté de A.
Magiorakos, Clinical microbiology and infection, 2012).
Catégories des antimicrobiens Antimicrobiens
Aminoglycosides
Gentamicine
Tobramicine
Amikacine
Nétilmicine
Carbapénèmes
Imipénème
Méropénème
Doripénème
Céphalosporines CeftazidimeCéfépime
Fluoroquinolones CiprofloxacineLévofloxacine
Pénicillines + inhibiteurs de b-lactamases Ticarcilline-acide clavulaniquePipéracilline-tazobactame
Monobactames Aztréonam
Acides phosphoniques Fosfomycine
Polymyxines ColistinePolymyxine B
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nosa. Résistances intrinsèques La première résistance naturelle de P. aeru-
ginosa face aux antibiotiques est la faible perméabilité de sa membrane ; cette
dernière est en en e et 10 à 100 fois moins perméable que celle de Escherichia
coli (Hancock et coll. 2000). Cette perméabilité plutôt faible ne su t pas
à elle seule à rendre P. aeruginosa résistant, mais permet en revanche aux
systèmes d’e ux d’être plus e caces. Cette perméabilité membranaire repose
sur la présence de porines plus ou moins larges qui permettent à di érents élé-
ments de pénétrer dans la cellule (saccharides, acides aminés, peptides . . .). Les
systèmes d’e ux interviennent également de façon importante dans la résis-
tance naturelle de P. aeruginosa à certains antibiotiques. Enfin, P. aeruginosa
possède une b-lactamase inductible, ce qui signifie qu’elle peut être activée
en présence de b-lactamines, entraînant une résistance à la b-lactamine en
question mais également potentiellement aux autres b-lactamines (Hancock
et coll. 2000).
1.5 Les antibiotiques : une faillite programmée ?
Le cas de P. aeruginosa est caractéristique des micro-organismes appar-
tenant au groupe « ESKAPE » (Enterococcus faecium, Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aerugi-
nosa et Enterobacter sp.) et d’une manière plus générale des bactéries résis-
tantes aux antibiotiques. De nombreuses alertes ont été émises ces dernières
années concernant l’augmentation de la fréquence des infections causées par
ces micro-organismes multirésistants (Boucher et coll. 2009 ; Finley et coll.
2013 ; Knapp et coll. 2010). Fatalement, la di culté voire l’impossibilité de
traiter les infections causées par ces micro-organismes ont pour conséquence
l’augmentation de la morbidité et la mortalité chez les patients infectés. De
plus en plus de phénomènes de résistances sont décrits, tandis que dans le
même temps, le nombre de nouvelles molécules mises sur le marché diminue
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(Boucher et coll. 2009). Entre 2009 et 2013, seules 2 nouvelles molécules an-
tibiotiques ont été approuvées par la Federal Drug Administration (FDA) et
mises sur le marché aux États-Unis (fig. 1.5). La réduction du nombre de nou-
velles molécules mises sur le marché s’explique principalement par la di culté
à déterminer de nouvelles cibles mais également par la diminution du nombre
de sociétés impliquées dans ces recherches (Boucher et coll. 2009 ; Wenzel
2004). Ce ralentissement dans le développement de nouvelles molécules s’ex-
plique également en partie par le fait que la perception du monde bactérien
a évolué : plutôt que de chercher à éliminer la bactérie, certains cherchent à
agir directement sur ses facteurs de virulence (Clatworthy et coll. 2007).
Malgré tout, la recherche de nouveaux antibiotiques ressemble à une course en
avant éternelle entre mise sur le marché d’une molécule (fig. 1.6), apparition
des premiers cas de résistances, puis dissémination de ces dernières à travers
le monde : il est de plus en plus question d’ère post-antibiotiques. Il est ainsi
devenu indispensable de développer des alternatives au « tout-antibiotique »,
l’une de ces alternatives étant l’utilisation de probiotiques qui pourraient être
administrés de façon prophylactique ou thérapeutique pour lutter contre les
infections bactériennes (Oelschlaeger 2010 ; Reid et coll. 2003). Les avan-
tages des probiotiques vis-à-vis des antibiotiques sont leur spécificité d’action
et une diminution des pressions de sélection exercées sur les bactéries.
1.6 Les probiotiques
Le concept de probiotiques est né de l’hypothèse émise par Elie Metchniko ,
prix Nobel de physiologie et de médecine en 1908, dans son livre « The Prolon-
gation of Life : Optimistic Studies » publié en 1907, hypothèse selon laquelle
l’ingestion de grandes quantités de bactéries lactiques par la consommation
de laits fermentés augmenterait l’espérance de vie en protégeant l’organisme
de di érentes maladies. La définition des probiotiques, d’abord restreinte à
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Figure 1.5 – Nouveaux antibactériens à usage systémique approuvés par
la FDA par période de 5 ans depuis 1983. (Source : H. Boucher, Clinical
infectious diseases, 2009).
Figure 1.6 – Chronologie des mises sur le marché de nouveaux antibiotiques
et d’apparition des premières résistances microbiennes. (Source : A. Clatwor-
thy, Nature chemical biology, 2007).
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l’ingestion de micro-organismes vivants ayant un e et bénéfique sur la santé
de l’hôte en améliorant l’équilibre et la stabilité de son microbiote intesti-
nal, a évolué au cours du temps pour répondre à l’augmentation du nombre
d’organes potentiellement ciblables ainsi qu’à la diversification des modes d’ad-
ministration. Actuellement selon l’organisation mondiale de la santé (OMS),
les probiotiques sont « des micro-organismes qui, administrés vivants et dans
les quantités adéquates, confèrent un bénéfice à la santé de l’hôte » (Araya
et coll. 2002). L’usage des probiotiques s’est ainsi considérablement élargi et
leur champ d’application potentiel en clinique humaine est extrêmement vaste,
touchant les domaines de l’allergie, de la cancérologie, des maladies inflamma-
toires du tube digestif ou de l’infectiologie.
1.6.1 Mécanismes d’action
Les bactéries peuvent évoluer dans des écosystèmes variés associés à di é-
rentes parties du corps humain. Afin de s’y maintenir ou de s’y intégrer, elles
font face à di érentes contraintes de nature biotique (présence de compétiteurs)
ou abiotique (conditions physico-chimiques). Au sein de ces écosystèmes, la
compétition entre micro-organismes repose sur l’utilisation de diverses straté-
gies, comme la production de molécules antimicrobiennes, la compétition pour
les substrats ou les sites d’adhésion, ou bien encore la modulation du système
immunitaire de l’hôte. C’est l’exploitation de tout ou partie de ces stratégies
qui conditionne les critères de sélection pour la recherche de probiotiques uti-
lisés pour lutter contre les maladies infectieuses. L’objectif est ainsi de trouver
le(s) meilleur(s) compétiteur(s) possible(s) à opposer à un pathogène afin de
réduire ses possibilités de colonisation ou d’infection. Dans l’état actuel des
connaissances, on estime que l’e cacité des probiotiques repose sur la mise
en place de trois familles de processus biologiques : i) les activités antimicro-
biennes directes ; ii) le renforcement de la fonction de barrière des épithéliums ;
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Facteurs 
de 
virulence
Quorum-
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antimicrobiens
Probiotique Pathogène Activité antagoniste / inhibitrice
BA C
Membrane épithéliale
Figure 1.7 – Activités antibactériennes des probiotiques. A) Production de
molécules antibactériennes. B) Inhibition du quorum-sensing et des facteurs
de virulence. C) Compétition à l’adhésion cellulaire.
et iii) l’immunomodulation. Cette définition des e ets des probiotiques découle
en très grande partie des nombreux travaux portant sur leur activité au niveau
digestif.
1.6.1.1 Activité antimicrobienne
Elle comprend la production de molécules antimicrobiennes telles que les
bactériocines, le peroxyde d’hydrogène et les acides organiques qui participent
à l’acidification de l’écosystème, la compétition pour des substrats en quantités
limitées, la compétition pour les sites d’adhésion cellulaire (fig. 1.7).
Les espèces appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium pro-
duisent des molécules antimicrobiennes telles que le peroxyde d’hydrogène,
des bactériocines et des acides organiques (acide lactique, acide acétique...).
Il a été démontré par Asahara et coll. que l’injection intrapéritonéale de Bi-
fidobacterium breve souche Yakult chez une souris infectée par une injection
intrapéritonéale de Escherichia coli O157 : H7 productrice de Shiga-toxines
permettait de limiter les e ets du pathogène. Les taux de survie des souris
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infectées par E. coli O157 : H7 puis traitées par placebo ou par l’ingestion
de B. breve Yakult (trois administrations quotidiennes d’une suspension à
109 ufc/ml) atteignaient respectivement 14 % et 100 % à 14 jours. Dans ce
dernier groupe, les auteurs ont constaté une augmentation de la concentra-
tion en acide acétique associée à une baisse du pH intestinal qui permettaient
d’inhiber la production de toxines par la souche pathogène, sans toutefois que
cette inhibition repose exclusivement sur une inhibition de la croissance de la
E. coli O157 : H7 (Asahara et coll. 2004).
L’activité anti-infectieuse des bactéries probiotiques peut également repo-
ser sur une inhibition de l’expression de facteurs de virulence par des bactéries
pathogènes. En e et, la virulence de certains micro-organismes pathogènes est
en partie régulée par le quorum-sensing qui est un système de communica-
tion bactérienne reposant sur la production et la reconnaissance de petites
molécules de signalisation. Ce système permet aux bactéries présentes dans
un écosystème de présenter un même phénotype à un instant donné dès lors
que leur concentration atteint un certain seuil (Lazdunski et coll. 2004 ; Le
Berre et coll. 2008).
Valdéz et coll. ont montré en 2005 que L. plantarum ATCC 10241 était
capable d’inhiber, in vitro, le quorum-sensing de P. aeruginosa, notamment
grâce à une diminution du pH du milieu de culture. Cette souche était éga-
lement capable d’inhiber la croissance de P. aeruginosa et de limiter la for-
mation de biofilm ainsi que la production d’élastase in vitro. Dans un modèle
murin de brûlures cutanées, les auteurs ont mis en évidence, 10 jours après
l’infection, une phagocytose de P. aeruginosa facilitée par l’application locale
du lactobacille (Valdéz et coll. 2005). Dans la continuité de ces résultats,
Medellin-Peña et coll. ont montré en 2007 que L. acidophilus La-5 inhibait
l’expression de gènes de virulence par E. coli O157 : H7 en interférant avec
son quorum-sensing (Medellin-Peña et coll. 2007).
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Certaines bactéries synthétisent des molécules antibactériennes appelées
bactériocines qui sont des peptides actifs contre des bactéries autres que la
souche productrice. Le spectre d’activité des bactériocines est généralement
étroit (ciblant des bactéries taxonomiquement très proches de la souche pro-
ductrice) mais il est parfois plus large (ciblant des bactéries appartenant à des
espèces éloignées de la souche productrice). Les bactéries à Gram-négatif et
les bactéries à Gram-positif produisent des bactériocines di érentes. Le terme
bactériocine est le plus souvent associé aux bactéries à Gram-positif tandis que
l’on utilise plutôt les termes microcine et colicine dans le cas des bactéries à
Gram-négatif (Cotter et coll. 2005). L’inhibition de souches cliniques appar-
tenant au genre Salmonella par di érentes souches de E. coli non pathogènes
productrices de microcines ou de colicines a été testée in vitro par la tech-
nique du test en croix. Les auteurs ont montré que la souche productrice de
microcine 24 était la plus e cace, inhibant toutes les souches de Salmonella,
y compris celles multirésistantes aux antibiotiques, suggérant un mécanisme
d’action di érent de celui des antibiotiques (Zihler et coll. 2009).
En 2011, Fukuda et coll. ont démontré que l’acétate permettait de protéger
l’épithélium intestinal des infections à E. coli O157 : H7. Ils ont ainsi étudié
les di érences métaboliques entre deux espèces de Bifidobacterium, B. longum
subsp. longum JCM 1217 et B. adolescentis JCM 1275, dans un modèle murin
d’infection à E. coli O157 : H7. L’administration prophylactique, 7 jours avant
l’administration de E. coli O157 : H7, de B. longum subsp. longum JCM 1217
permettait de préserver la viabilité des souris à 100 %. La souche B. adoles-
centis JCM 1275 ne permettait pas de protéger les souris de la mort causée
par l’infection à E. coli O157 : H7. Au niveau digestif, les chercheurs n’ont pas
détecté de di érence entre les deux groupes concernant la concentration en
Shiga-toxine de type 2 (Stx2, la toxine produite par la souche de E. coli étu-
diée ici), les quantités de E. coli O157 : H7 ou de bifidobactéries, l’expression
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des gènes de virulence de E. coli O157 : H7, les taux d’immunoglobuline A ou
le pH. La di érence importante entre les deux groupes était la concentration
sérique de Stx2 : elle était plus faible chez le groupe ayant reçu B. longum
subsp longum JCM 1217 que chez le groupe ayant reçu B. adolescentis JCM
1275. L’hypothèse émise était l’existence d’une stimulation des fonctions de
barrière de l’épithélium par B longum subsp. longum JCM 1217 et non par
B adolescentis JCM 1275. Les auteurs ont ensuite mis en évidence une corréla-
tion positive entre la concentration en acide acétique dans les fèces et le taux de
survie des souris. Les deux espèces de bifidobactéries étudiées étaient capables
de produire de l’acétate en présence de glucose, ce qui avait probablement lieu
dans le colon proximal. En revanche, dans le colon distal, le glucose est quasi-
ment épuisé mais la concentration en fructose devient relativement élevée, or
B. longum subsp longum JCM 1217 possédait, à la di érence de B. adoles-
centis JCM 1275, un transporteur de carbohydrate. Les souches possédant un
transporteur spécifique leur permettant d’assimiler le fructose peuvent ainsi
continuer à produire de l’acétate en quantité su sante pour exercer une acti-
vité contre E. coli (Fukuda et coll. 2011).
Les probiotiques peuvent également prémunir l’hôte d’une colonisation par
un pathogène en inhibant son adhésion aux cellules épithéliales. Il a ainsi été
démontré que le taux de survie de souris infectées par P. aeruginosa était aug-
menté par l’ingestion soit de Bifidobacterium longum BB536, soit de B. breve
ATCC 15700 (Matsumoto et coll. 2008)
. Le pathogène était administré aux souris par l’intermédiaire de leur eau de
boisson puis les souris recevaient un immunosuppresseur (cyclophosphamide)
afin de faciliter la translocation intestinale du pathogène. Les probiotiques
étaient quant à eux administrés par gavage gastrique. Les souris recevaient
d’abord les probiotiques, une fois par jour durant les jours 1 à 3, puis le patho-
gène durant les jours 4 à 7 puis de nouveau les probiotiques durant les jours 8 à
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14. Les souris recevaient également deux injections intrapéritonéales de cyclo-
phosphamide aux jours 9 et 12. Deux résultats obtenus au cours de ce travail
ont été mis en relation : le taux de survie est passé de 0 % chez des souris
non traitées par les probiotiques à 10 % chez les souris traitées par B. breve
ATCC15700 et 70 % chez les souris traitées par B. longum BB536. Il a ensuite
été démontré que la pré-incubation de lignée cellulaires Caco-2 en présence de
l’un ou l’autre probiotique inhibait leur colonisation par P. aeruginosa (Mat-
sumoto et coll. 2008). En 2007, Collado et coll. ont proposé trois mécanismes
par lesquels un probiotique peut influencer l’adhésion d’un pathogène au mu-
cus intestinal : le probiotique peut déplacer le pathogène, inhiber son adhésion
ou entrer en compétition avec lui. Ces e ets dépendent d’une part de la souche
probiotique et d’autre part de l’espèce pathogène (Collado et coll. 2007).
1.6.1.2 Renforcement de la barrière épithéliale
Les probiotiques peuvent agir de façon indirecte contre les pathogènes. En
interagissant avec la membrane épithéliale, ils peuvent favoriser son activité de
barrière et de protection immunitaire grâce à trois mécanismes : i) la sécrétion
de mucus, ii) la sécrétion de b-défensines et iii) l’augmentation de la stabilité
des jonctions serrées (fig. 1.8).
La première étape, indispensable, du cycle infectieux d’un pathogène est
la colonisation de l’épithélium. Au niveau intestinal, la sécrétion de mucines
par les cellules caliciformes permet de protéger l’épithélium de la colonisation
(Derrien et coll. 2010). Il a ainsi été démontré que la stimulation de la sé-
crétion de mucines par L. plantarum 299v permettait de limiter l’adhésion de
deux souches appartenant à l’espèce Escherichia coli (E. coli entérohémorra-
gique ECEH et E. coli entéropathogène ECEP) à des lignées d’entérocytes
HT-29. Les auteurs ont montré que le probiotique stimulait la sécrétion de
deux mucines MUC2 et MUC3 et que celles-ci inhibaient l’adhésion du patho-
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Figure 1.8 – Renforcement de la barrière épithéliale par les probiotiques.
A) Stimulation de la production de b-défensines-2. B) Stimulation ou restau-
ration des jonctions serrées. C) Stimulation de la production de la production
de mucines.
gène aux cellules épithéliales in vitro. Ils suggèrent que l’augmentation de la
quantité de mucines produites limite l’adhésion de E. coli aux cellules épithé-
liales d’une part par encombrement stérique et d’autre part en « forçant » le
pathogène à se fixer préférentiellement aux mucines (Mack et coll. 1999).
La membrane épithéliale intestinale sécrète des b-défensines-2, actives contre
les bactéries à Gram-négatif (Schröder et coll. 1999). En 2007, Schlee et coll.
ont démontré que le probiotique E. coli Nissle 1917 stimulait la production de
b-défensines-2 par les cellules de la lignée Caco-2. Les auteurs ont également
démontré que le surnageant de culture du probiotique stimulait davantage
cette production que le culot de la culture centrifugée. Schlee et coll. ont en-
suite étudié les e ets de bactéries mutées sur des gènes codant des protéines
excrétées (microcines, adhésines, flagelline) et ont ainsi démontré que la flagel-
line était responsable de la stimulation de la production de b-défensines-2 par
l’intermédiaire des facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (Schlee et coll.
2008).
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Les jonctions serrées sont situées entre les cellules constituant les épithé-
liums et contrôlent les flux paracellulaires. Certaines bactéries pathogènes sont
capables de déstabiliser ces jonctions serrées (Hodges et coll. 2010). Ainsi,
l’infection de cellules intestinales humaines appartenant à la lignée T84 par
une souche d’E. coli E2348/69 entéropathogène entraîne une diminution de
la résistance transépithéliale (TER). Cette dernière n’était pas a ectée lors
de l’incubation des cellules en présence de E coli Nissle. En revanche, la co-
incubation des cellules intestinales en présence des deux souches bactériennes
(pathogène et probiotique) permettait de préserver la TER. De plus, l’adjonc-
tion de E. coli Nissle après une infection des cellules par une souche d’E. coli
E2348/69 permettait de restaurer la TER (Zyrek et coll. 2007). De même,
l’exposition de deux lignées d’entérocytes (HT-29 et Caco-2) à un mélange
composé de deux probiotiques (Streptococcus thermophilus ATCC 19258 et
L. acidophilus ATCC 4356) réduisait les e ets de E. coli O29 : NM sur la ré-
sistance transépithéliale. Lors de cette étude, l’incubation des cellules Caco-2
en présence des probiotiques seuls ou combinés entraînait d’augmenter la TER.
De plus, l’exposition préalable des cellules à ce mélange de probiotiques per-
mettait de réduire leur colonisation par le pathogène (Resta-Lenert et coll.
2003). L’action des probiotiques sur la barrière épithéliale est intéressante puis-
qu’elle peut permettre de bloquer l’initiation du cycle infectieux. L’épithélium
cellulaire est également un site important dans le déclenchement de la réponse
immunitaire.
1.6.1.3 Immunomodulation
Les probiotiques peuvent moduler l’activité du système immunitaire au
niveau local, mais également à distance de l’organe cible (fig. 1.9).
En 2011, dos Santos et coll. ont étudié l’influence de L. delbrueckii UFV-
H2b20 sur la production d’IFN-g, d’IL-10 et d’oxyde nitrique dans un modèle
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Figure 1.9 – Activités immunomodulatrices des probiotiques. A) Cellules
dendritiques. B) Macrophage. C) Cellules Natural Killer.
murin d’infection intrapéritonéale à Listeria monocytogenes. Ainsi, l’adminis-
tration par voie orale du probiotique permettait de réduire le taux de mortalité
des souris infectées (80 % de survie vs. 30 % à 25 jours). À cinq jours, les clai-
rances hépatiques et spléniques étaient complètes pour le groupe traité par
L. delbrueckii UFV-H2b20, contrairement à ce qui se passait chez le groupe
non traité. Les chercheurs ont constaté une augmentation de la production
d’IFN-g par les cellules spléniques, une augmentation de la production d’IL-
10 et de TNF-a dans les tissus intestinaux ainsi qu’une augmentation de la
production de TNF-a et de nitrites par les cellules péritonéales dans le groupe
ayant reçu le probiotique (Santos et coll. 2011).
Evrard et coll. ont montré en 2011 que l’exposition de cellules dendritiques
à L. rhamnosus 35 pendant trois heures modifiait l’expression de 1682 gènes :
l’expression de 823 gènes était stimulée tandis que celle de 859 gènes était
inhibée. Ces gènes étaient impliqués dans i) les réponses immunitaires et in-
flammatoires, ii) le traitement et la présentation de l’antigène via le complexe
majeur d’histocompatibilité, iii) la signalisation intercellulaire et iv) la trans-
duction du signal. Cette modification de l’expression génique chez la cellule
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dendritique avait pour conséquence une augmentation globale de son activité
pro-inflammatoire, cet e et étant dose-dépendant (Evrard et coll. 2011). En
2010, Guglielmetti et coll. ont étudié les e ets de di érentes bactéries lactiques
dont L. helveticus MIMLh5 sur Streptococcus pyogenes au niveau pharyngé. Ils
ont d’abord démontré que L. helveticus MIMLh5 réduisait de 55 % l’adhésion
du pathogène aux cellules FaDu (lignée de cellules pharyngées humaines) et
de 32 % aux cellules HaCaT (lignée de kératinocytes humains). Le probiotique
était également capable d’inhiber la production d’IL-6, d’IL-8, de G-CSF et de
TNF-a par les cellules FaDu, tout en stimulant la production de GM-CSF. Les
auteurs ont enfin montré que L. helveticus MIMLh5 stimulait la production
de TNF-a et d’IL-2 par des cellules dendritiques issues de précurseurs prélevés
dans la moelle osseuse de souris C57BL/6 (Guglielmetti et coll. 2010).
Ainsi certains probiotiques, et en particulier ceux appartenant au genre
Lactobacillus, ont la capacité d’orienter et de stimuler l’activité des cellules
dendritiques. Il a également été démontré que certains probiotiques pouvaient
influencer le fonctionnement des cellules de type natural killer (cellules NK).
Dans un modèle murin d’infection par le virus H1N1, Harata et coll. ont dé-
montré en 2010 que l’administration intranasale de L. rhamnosus GG permet-
tait de stimuler l’activité cytotoxique des cellules NK. Dans le même temps, la
production d’IL-1b et de TNF-a était augmentée. Ces e ets biologiques étaient
couplés à une survie plus importante des souris (60% de survie chez les sou-
ris traitées contre 20 % chez les souris contrôles à 15 jours) (Harata et coll.
2010).
En 2010, Pérez-Cano et coll. ont étudié, in vitro, le potentiel immunomodu-
lateur de deux probiotiques isolés du lait maternel, L. fermentum CECT5716
et L. salivarius CECT5713. Ils ont constaté in vitro que ces deux bactéries
stimulaient l’expression des récepteurs CD69 des cellules NK (marqueurs de
l’activité des NK). De plus, l’exposition des mononucléaires du sang périphé-
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rique aux probiotiques augmentait significativement la production de certaines
cytokines telles que IFN-g, IL-10, TNF-a, IL-1b en comparaison des résultats
obtenus après une exposition de ces cellules au lipopolysaccharide (Pérez-
Cano et coll. 2010).
En 2011, Shida et coll. ont démontré que des lactobacilles tels que L. casei
Shirota pouvaient stimuler la production d’IL-12 par des macrophages périto-
néaux de souris. Ils ont également émis l’hypothèse que cette induction serait
directement liée à la rigidité de la paroi cellulaire du probiotique et donc à sa
résistance à la phagocytose par les macrophages (Shida et coll. 2011).
L’intérêt porté aux probiotiques en tant que modulateurs de l’immunité
réside non seulement dans leurs e ets au niveau local, mais également dans
leur capacité à agir sur l’immunité systémique. Un travail portant sur le rôle
de L. casei CRL 431 dans un modèle d’infection pulmonaire à Streptococcus
pneumoniae a permis de démontrer certaines de ces hypothèses. Le principe
retenu a été celui de l’administration orale de L. casei CRL 431 pendant deux,
cinq ou sept jours (respectivement les groupes Lc2d, Lc5d et Lc7d) avant l’ins-
tillation nasale de S. pneumoniae. Quinze jours après l’infection, les niveaux
d’IgG anti-pneumococciques dans les lavages broncho-alvéolaires et dans le
sang étaient supérieurs chez les souris Lc2d lorsque comparés au même pa-
ramètre chez les souris contrôles ne recevant pas de L. casei CRL 431. Les
taux de TNF-a dans les poumons étaient supérieurs chez les souris apparte-
nant au groupe traité huit heures après l’infection lorsque comparés à ceux des
souris contrôles, cette stimulation anticipée de la production de TNF-a per-
mettant une mise en place plus rapide d’une réponse antibactérienne locale.
Les niveaux d’IL-10 étaient quant à eux supérieurs tant dans les poumons que
dans le sérum chez les souris appartenant au groupe traité en comparaison des
mêmes niveaux d’IL-10 chez les souris appartenant au groupe contrôle lorsque
le dosage était e ectué juste avant l’instillation nasale du pathogène. Les au-
46
1.6. Les probiotiques
teurs ont ainsi émis l’hypothèse que la stimulation de la production de cette
molécule anti-inflammatoire permettrait de prévenir des dommages tissulaires
liés à une réponse inflammatoire trop importante (Racedo et coll. 2006). Ces
travaux ont permis de mettre en évidence le potentiel immunomodulateur des
probiotiques, sans nécessairement s’intéresser à la nature de l’interaction entre
la bactérie et la cellule immunitaire. L’un des composants importants de cette
relation est le toll-like receptor (TLR). En 2006, Grabig et coll. ont démontré
le rôle des TLR-2 et des TLR-4 dans un modèle murin de colite induite par
l’administration de dextran sodium sulfate. Le rôle des TLR a été étudié grâce
à l’utilisation de souris C57BL/6 de type sauvage ou knock-out soit pour le
TLR-2 soit pour le TLR-4. Le probiotique E. coli Nissle était administré par
voie orale ou gastrique, à raison de 107 ufc deux fois par jour. Les auteurs
ont constaté une diminution du score de Rachmilewitz chez les souris sauvages
traitées par le probiotique par rapport au score obtenu chez les souris sauvages
non traitées. Ils ont également constaté une absence d’e et de la bactérie chez
les souris knock-out (TLR-2 ou-4). Les auteurs se sont ensuite intéressés à la
sécrétion de TNF-a, d’IFN-g, de MCP-1 et d’IL-10 par les lymphocytes T issus
du sang périphérique des trois lignées murines. Ainsi la quantité de cytokines
sécrétées par ces cellules était inférieure chez les souris knock-out, sauf pour
l’IFN-g chez les souris knock-out pour le TLR-2. Chez les souris appartenant
à la lignée sauvage, l’administration de E. coli Nissle (quelle que soit la voie)
a permis de réduire la sécrétion de ces quatre cytokines. En revanche, chez
les souris knock-out pour le TLR-2, seule la production d’IFN-g pouvait être
modulée. Enfin, chez les souris knock-out pour le TLR-4, les sécrétions de
cytokines étaient très abaissées mais l’administration de E. coli Nissle n’a eu
aucune influence (Grabig et coll. 2006). Tous les e ets protecteurs des probio-
tiques contre des pathogènes présentés ici sont déduits d’expérimentations in
vitro ou animales. Il est donc nécessaire de les confirmer dans le cadre d’études
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cliniques.
1.6.2 Probiotiques et risques éventuels
La recherche d’alternatives aux antibiotiques a rendu le concept de probio-
tiques attrayant. L’utilisation des probiotiques au niveau respiratoire a de plus
été rendue possible pour plusieurs raisons : i) une meilleure connaissance du
microbiote des voies respiratoires ; ii) une meilleure compréhension des méca-
nismes d’action associés à l’inhibition des pathogènes par les probiotiques ; iii)
l’innocuité de ces micro-organismes.
Bien que les inconvénients associés à l’utilisation des probiotiques soient
considérés comme minimes, il est important de rappeler les trois e ets secon-
daires potentiels de ces micro-organismes (Snydman 2008). Premièrement, ils
peuvent être responsables de bactériémies et/ou d’endocardites. Les cas de
bactériémies et d’endocardites à Lactobacillus sont rares, la principale série
(Cleveland, USA) dénombre 45 cas de bactériémies sur 15 ans, ce qui corres-
pondrait à 0,085 % des hémocultures positives. Ces infections ont été rappor-
tées en particulier chez les personnes immunodéprimées, les diabétiques ou les
patients ayant subi une chirurgie récente (Cannon et coll. 2005 ; Husni et coll.
1997). L’origine de ces bactériémies peut être endogène (microbiotes intestinal
et génital essentiellement) ou exogène via l’ingestion de probiotiques. La pro-
babilité de développer une bactériémie suite à l’ingestion de probiotiques est
extrêmement faible, seuls quelques cas ont aujourd’hui été répertoriés (Can-
non et coll. 2005).
Le deuxième risque potentiel des probiotiques est le transfert de gènes
conférant une résistance aux antibiotiques de bactéries commensales vers les
probiotiques ou vice-versa. Plusieurs études ont démontré la possibilité de
transferts de plasmides conférant des résistances aux antibiotiques, notamment
de Lactobacillus sp. vers Enterococcus faecalis ou de Enterococcus faecium vers
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L. monocytogenes (Haug et coll. 2011 ; Tannock 1987). Les lactobacilles
possèdent une résistance intrinsèque à la vancomycine mais il a été démon-
tré que cette résistance n’est pas liée aux gènes vanA, vanB ou vanC (Klein
et coll. 2000). Le troisième e et secondaire potentiel des probiotiques serait
un e et immunomodulateur néfaste pour l’hôte, en particulier chez les femmes
enceintes et les nouveau-nés. Cependant, aucune étude, même sur ces terrains
particuliers, n’a rapporté de tels e ets jusqu’à présent (Hao et coll. 2011). À
ce jour, bien que les probiotiques et plus particulièrement ceux appartenant
au genre Lactobacillus fassent partie des micro-organismes les plus sûrs, il
faut considérer que chaque bactérie est un organisme vivant. Par conséquent,
aucune souche bactérienne ne peut être considérée comme totalement sûre,
puisque chacune fait l’objet d’interactions spécifiques avec l’hôte qui l’abrite.
Il est donc nécessaire d’identifier les bactéries utilisées comme probiotiques au
niveau infra-spécifique et de s’assurer de leur innocuité chez le type de patient
ciblé et dans les conditions d’utilisation envisagées.
1.6.3 Probiotiques et voies respiratoires
Le premier champ d’application des probiotiques a concerné les maladies
du tube digestif : les diarrhées infectieuses ou associées à la prise d’antibio-
tiques, les entérocolites nécrosantes ou bien encore les maladies inflammatoires
du tube digestif (Alfaleh et coll. 2011 ; Vrese et coll. 2007 ; Goldin et coll.
2008 ; Reid et coll. 2003). L’intérêt des probiotiques dans le traitement des in-
fections urogénitales a également été largement étudié (Falagas et coll. 2007).
Plus récemment, di érentes hypothèses que nous exposerons ont conduit à re-
chercher l’impact des probiotiques sur les infections respiratoires. Compte tenu
de l’augmentation incessante du nombre de résistances bactériennes aux anti-
biotiques et de la rareté de nouveaux antibiotiques mis sur le marché, l’intérêt
de ces bactéries dans le traitement des infections respiratoires ne cesse de
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grandir, comme en témoigne le nombre de publications sur cette thématique
(Forsythe 2011). Ainsi, les bactéries lactiques administrées dans le cadre
d’infections digestives pourraient également avoir un e et sur les infections
respiratoires. Cet e et à distance de l’organe cible reposerait sur l’interaction
entre probiotique et système immunitaire digestif (GALT, gut-associated lym-
phatic tissue).
1.6.3.1 Probiotiques et infections des voies respiratoires supérieures
Dans une revue récente intitulée « probiotiques et prévention des infections
respiratoires hautes », Hao et coll. ont présenté une méta-analyse portant sur
14 études randomisées contrôlées, dont 9 étaient réalisées en double aveugle
(Hao et coll. 2011). Les populations étudiées concernaient essentiellement des
enfants et plus rarement des sujets âgés. Les infections respiratoires hautes
comprenaient le « rhume », les sinusites aiguës, les pharyngites, les laryngo-
trachéobronchites, les épiglottites, les rhinosinusites et les otites moyennes
aiguës. Ces infections étaient confirmées par un médecin. Di érents probio-
tiques (L. plantarum [souche non précisée], L. rhamnosus GG, L. rhamnosus
HN001, B. breve 99, L. casei [souche non précisée], L. gasseri PA, L. planta-
rum HEAL 9, L. paracasei 8700 : 2, B. longum SP 07/3, B. bifidum MF 20/5,
Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS et OLL1073R-1, Strep-
tococcus thermophilus OLS3059, L. fermentum VRI-003) étaient utilisés par
voie orale, seuls ou en association pour lutter contre les di érentes infections
des voies respiratoires citées ci-dessus. Les critères de jugement principaux
étaient le nombre d’épisodes aigus et la durée moyenne d’un épisode. Dans
certaines études, l’utilisation d’antibiotiques était également rapportée. Les pa-
tients appartenant aux groupes traités par un ou plusieurs probiotiques avaient
au moins un épisode aigu de moins que ceux appartenant aux groupes place-
bos, avec un odds ratio (OR) à 0,58 (intervalle de confiance ou IC à 95 % : 0,
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36-0,92) et au moins 3 épisodes de moins avec un OR à 0,53 (IC à 95 % : 0,36-
0,80). Il n’y avait pas de di érence significative entre les 2 groupes concernant
la durée des épisodes infectieux. Une réduction de la prescription des anti-
biotiques était montrée dans les groupes traités avec les probiotiques (OR :
0,67 ; IC à 95 % : 0,45-0,98). Les e ets secondaires des probiotiques étaient
mineurs. Les auteurs ont donc conclu à une supériorité des probiotiques par
rapport aux groupes placebos vis-à-vis du nombre d’épisodes d’infections ai-
guës des voies respiratoires supérieures et de la réduction de l’utilisation des
antibiotiques. Les principales limites de ces études étaient l’hétérogénéité des
probiotiques utilisés et des populations étudiées, ainsi que l’existence de biais
méthodologiques.
1.6.3.2 Probiotiques et pneumonies nosocomiales
La physiopathologie des pneumonies acquises sous ventilation mécanique
est complexe. La colonisation des voies aériennes et digestives par des bacté-
ries pathogènes, la formation de biofilm et les micro-aspirations des sécrétions
contaminées par ces bactéries sont des étapes importantes de cette physiopa-
thologie (Kollef 2004). Parmi les nombreuses mesures préventives des VAP,
certaines visent à modifier le microbiote aéro-digestif par décontamination sé-
lective orale, digestive ou orodigestive par des antibiotiques parfois associés à
des antifongiques. Cependant, cette stratégie est controversée car les résultats
sont discordants selon les études (Smet et coll. 2011 ; Morrow et coll. 2010).
Une autre approche repose sur l’introduction de probiotiques au niveau oro-
pharyngé et/ou par voie naso- ou orogastrique. Celle-ci repose principalement
sur deux hypothèses : les bactéries probiotiques peuvent réduire la concen-
tration des bactéries pathogènes grâce à des phénomènes de compétition aux
niveaux oropharyngé et gastrique chez les patients sous ventilation mécanique
(Morrow et coll. 2010) et moduler la réponse du système immunitaire com-
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mun aux muqueuses MALT (mucosa-associated lymphatic tissue) comprenant
en particulier le système lymphoïde des muqueuses respiratoires et digestives
(BALT, bronchus-associated lymphoid tissue ; GALT) (Forsythe 2011). Une
méta-analyse récente (Siempos et coll. 2010) portant sur 5 études contrôlées
randomisées (Forestier et coll. 2008 ; Klarin et coll. 2008 ; Knight et coll.
2009 ; Kotzampassi et coll. 2006 ; Spindler-Vesel et coll. 2007) conclut
que l’administration de probiotiques est associée à une diminution de l’inci-
dence des VAP (OR à 0,61 avec un IC à 95 % compris entre 0,41 et 0,91),
à une diminution de la durée de séjour en unités de soins intensifs, et à une
diminution de la colonisation respiratoire par P. aeruginosa. Les espèces pro-
biotiques étaient utilisées seules (L. plantarum, L. rhamnosus) ou combinées
entre elles (Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc mesenteroides, L. paracasei
subsp. paracasei, et L. plantarum dans le Synbiotic 2000 Forte R•). Les probio-
tiques étaient administrés par application oropharyngée et/ou par voie naso-
ou orogastrique. Les posologies employées variaient selon les études. Aucun ef-
fet secondaire et en particulier aucune bactériémie causée par les probiotiques
n’ont été détectés. Les mécanismes d’action n’ont cependant pas été étudiés.
Il faut souligner que pour certaines de ces études, l’incidence de la pneumonie
n’était pas le critère de jugement principal. Ainsi, dans l’article de Forestier
et coll. , le critère de jugement était le délai d’apparition de P. aeruginosa
dans les prélèvements gastriques et respiratoires, et ceci qu’il soit responsable
d’une colonisation ou d’une infection. Le délai d’acquisition de cette bactérie
était significativement di érent entre les deux groupes puisqu’il était de 11
jours en médiane dans le groupe recevant le placebo et de 50 jours dans le
groupe recevant le probiotique (L. rhamnosus). Le pourcentage de pneumo-
nies à P. aeruginosa n’était pas di érent entre les 2 groupes : 2,9 % dans le
groupe recevant le probiotique versus 7,5 % dans le groupe recevant le placebo
(Forestier et coll. 2008). Dans l’étude de Klarin et coll. , l’objectif principal
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était d’évaluer la possibilité d’utiliser un probiotique (L. plantarum 299) et
de préciser sa tolérance (Klarin et coll. 2008). Dans l’étude de Kotzampassi
et coll. , le critère de jugement principal était le taux d’infection systémique,
63 % dans le groupe recevant les probiotiques (Synbiotic 2000 Forte R•) versus
90 % dans le groupe recevant le placebo (Kotzampassi et coll. 2006).
Depuis cette méta-analyse, deux études prospectives randomisées en double
aveugle ont été publiées. L’une, réalisée chez 146 patients ventilés mécanique-
ment et à haut risque de VAP, a comparé l’e et de L. rhamnosus GG à un pla-
cebo administré localement au niveau oropharyngé et par voie nasogastrique.
Le critère de jugement principal était une pneumonie confirmée microbiologi-
quement (cultures e ectuées à partir du lavage broncho-alvéolaire = 104 ufc/ml).
Les patients ayant reçu le probiotique (109 ufc/ml deux fois par jour) avaient
un risque significativement moins élevé de développer une VAP (19,1 %) par
rapport à ceux ayant reçu un placebo (40,0 %). Aucun e et indésirable se-
condaire à l’administration du probiotique n’a été rapporté (Morrow et coll.
2010). L’autre étude, française, portait sur 167 patients ventilés mécanique-
ment depuis 48 heures recevant soit des probiotiques dilués dans de l’eau et
administrés quotidiennement par la sonde gastrique (L. rhamnosus GG, L. ca-
sei, L. acidophilus, Bifidobacterium bifidum) soit un placebo. La mortalité à 28
jours, qui était le critère de jugement principal, n’étaient pas statistiquement
di érente entre les 2 groupes (25,3 % dans le groupe recevant les probiotiques
et 23,7 % dans le groupe recevant le placebo). Les proportions de patients at-
teints de pneumonies nosocomiales acquises sous ventilation mécanique n’était
pas di érents entre les groupes recevant le probiotique ou le placebo. Cepen-
dant, l’analyse du sous-groupe des 101 patients victimes d’un sepsis a montré
une réduction significative de la mortalité chez les patients recevant un pro-
biotique (OR à 0,38 ; IC 95 % : 0,16-0,93). En revanche, dans le sous-groupe
des patients n’ayant pas de sepsis sévère, la mortalité était plus élevée chez les
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patients recevant le probiotique (OR à 3,09 ; IC 95 % : 0,87-11,01). Il n’y avait
pas d’explication évidente pour ce dernier résultat, on notait seulement que
le taux de mortalité dans le groupe placebo était plus bas que celui attendu
(13 % à 90 jours) alors que 30 % étaient victimes d’un choc septique ou avait
un score de SOFA élevé (8,0 ± 4,5). Aucune bactériémie secondaire causée par
des probiotiques n’a été retrouvée (Barraud et coll. 2010).
1.6.3.3 Probiotiques et infections respiratoires communautaires
Dans un modèle murin de pneumonie à pneumocoque, plusieurs probio-
tiques (L. casei CRL431, Lactococcus lactis NZ, L. rhamnosus CRL1505 et
L. bulgaricus CRL423 associé au Streptococcus thermophilus CRL412) admi-
nistrés par voie orale et à une dose donnée augmentaient la clairance du pneu-
mocoque dans le sang et le poumon, et amélioraient la survie des souris (Ra-
cedo et coll. 2006 ; Salva et coll. 2010 ; Villena et coll. 2008). L’analyse de
l’immunité innée montrait, chez les souris infectées ayant reçu le probiotique,
une augmentation de la concentration du TNF-a dans le sérum et dans les pou-
mons dès huit heures après l’infection et un accroissement du nombre de po-
lynucléaires neutrophiles dans le LBA deux jours après l’infection par rapport
aux souris infectées n’ayant pas reçu de probiotiques (Racedo et coll. 2006).
Concernant l’immunité humorale, certaines bactéries lactiques augmentent si-
gnificativement la quantité d’IgA et d’IgG anti-pneumococciques dans le LBA.
L’hypothèse émise est que les tissus lymphoïdes associés aux muqueuses nasales
et bronchiques (NALT, nasal-associated lymphoid tissue ; BALT) participent
à cette réponse immunitaire via les cellules dendritiques et l’activation des
cellules CD4. L’étape suivante consiste à utiliser comme vaccin des bactéries
probiotiques recombinantes, exprimant des gènes du pneumocoque pour com-
biner leurs propriétés immunomodulatrices et leur présentation d’antigènes
pneumococciques. Plusieurs études utilisant des bactéries lactiques recombi-
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nantes comme vaccin contre le pneumocoque ont montré une diminution de la
mortalité chez la souris (Hanniffy et coll. 2007 ; Medina et coll. 2008). Cer-
tains auteurs ont cherché à déterminer si les probiotiques pouvaient améliorer
la réponse immunitaire lors d’une infection à virus influenza. Dans un modèle
murin d’infection pulmonaire à influenza, les souris ayant reçu le probiotique
par sonde gastrique (L. plantarum L-137) présentaient un taux de survie si-
gnificativement plus élevé par rapport aux souris non traitées. Celui-ci était
associé à une quantité sérique d’IFN-b plus importante chez les animaux traités
par comparaison aux animaux non-traités (Maeda et coll. 2009). L’instillation
intranasale de L. pentosus S-PT84 à des souris durant les 3 jours précédant
l’inoculation respiratoire de virus influenza améliorait leur survie (94,1 % à 14
jours) par rapport au groupe ayant reçu le placebo (survie à 58,8 %). Sept jours
après l’instillation du virus, on notait une augmentation significative des quan-
tités d’IFN-g et d’IL-12 dans le liquide de lavage alvéolaire des souris traitées
par rapport aux souris non traitées. De même, chez les souris traitées, l’activité
des cellules NK dans le poumon était plus élevée (Izumo et coll. 2010). Chez
dix patients sains ayant reçu un probiotique (Bacillus coagulans GBI30, 6086)
par voie orale pendant 30 jours, la production in vitro de TNF-a par leurs
lymphocytes T exposés au virus influenza A (H3N2) ou à l’adénovirus était
plus importante après les 30 jours de traitement qu’avant (Baron 2009).
1.6.3.4 Probiotiques et mucoviscidose
Les probiotiques ont également été utilisés pour moduler l’immunité dans
les maladies inflammatoires du tube digestif. Par analogie, l’hypothèse a été
formulée que les probiotiques pourraient réduire l’incidence et la sévérité des
exacerbations pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose, l’une
des conséquences de ces exacerbations étant une inflammation chronique pul-
monaire. Une étude prospective, randomisée, placebo-contrôle, simple aveugle
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en cross-over a été menée sur 2 groupes de patients atteints de mucoviscidose et
infectés chroniquement par P. aeruginosa (Bruzzese et coll. 2007). Dix-neuf
enfants ont reçu la souche L. rhamnosus GG par voie orale (6.109 ufc/jour)
pendant 6 mois puis une solution orale de réhydratation (placebo) pendant les
6 mois suivants. En parallèle, 19 enfants ont reçu le placebo pendant 6 mois
puis le probiotique. Les patients traités par L. rhamnosus GG présentaient une
diminution significative du nombre d’exacerbations pulmonaires et du nombre
d’hospitalisations. La prise de ce probiotique était associée à une augmentation
significative du volume expiratoire maximum en 1 seconde (VEMS) par rap-
port au placebo (respectivement 3,6 % ± 5,2 et 0,9 % ± 5, p = 0,02) ainsi qu’à
une augmentation significative du poids (1,5 kg ± 1,8 versus 0,7 kg ± 1,8,
p = 0,02). Les résultats de cette étude pilote méritent d’être confirmés par
une étude à plus grande échelle. Il était initialement prévu d’inclure 30 pa-
tients dans chaque groupe. Par ailleurs, on peut s’interroger sur la pertinence
de l’accroissement du VEMS. Dans une étude pilote plus récente chez 10 pa-
tients atteints de mucoviscidose et colonisés chroniquement par P. aeruginosa,
on notait une diminution significative du nombre d’exacerbations pulmonaires
pendant les 6 mois de traitement par L. rhamnosus GG par rapport au nombre
d’exacerbations 2 ans avant ce traitement et 6 mois après la fin du traitement.
Il n’y avait pas de modification des espèces bactériennes dans les expectora-
tions, ni du taux de polynucléaires neutrophiles, ni du taux d’IL-8 (Weiss
et coll. 2010).
L’utilisation des probiotiques dans la prévention des infections respiratoires
a ainsi fait l’objet d’un nombre non négligeable d’études. Bien que les conclu-
sions de certains travaux soient contradictoires, leur potentiel semble promet-
teur, en particulier dans la prévention des pneumonies nosocomiales. Grâce
aux nouveaux outils de biologie moléculaire, il est maintenant possible de dé-
crire précisément la composition du microbiote des voies respiratoires et de
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mieux comprendre les interactions entre les espèces qui le composent. Une
meilleure compréhension de ces interactions pourrait permettre d’améliorer
l’implantation de bactéries probiotiques au sein de ces écosystèmes. L’un des
avantages des probiotiques par rapport aux antibiotiques est de préserver les
bactéries commensales et de ne pas sélectionner de bactéries résistantes. Une
étude approfondie du microbiote respiratoire, des mécanismes d’action et de
la sécurité d’utilisation des probiotiques est essentielle afin de construire des
essais thérapeutiques. Ces nouvelles connaissances permettront de définir de
façon rationnelle le(s) probiotique(s) à utiliser, les rythmes et voies d’adminis-
tration.
1.7 Le modèle cellulaire
Lors de la préparation et de la mise en place du modèle cellulaire, il est ap-
paru que la plupart des travaux concernant les e ets des lactobacilles dans des
modèles d’infection à P. aeruginosa de cellules épithéliales reposaient sur l’uti-
lisation de cellules digestives (Forestier et coll. 2001 ; Messaoudi et coll.
2012 ; Varma et coll. 2010). Ces travaux présentent un intérêt dans la re-
cherche de mécanismes permettant aux lactobacilles de protéger un épithélium,
notamment en diminuant l’adhésion de pathogènes ou en réduisant leurs e ets
cytotoxiques. Cependant, notre objectif étant la protection de l’appareil respi-
ratoire, il nous a semblé plus pertinent d’utiliser des cellules respiratoires. Les
e ets de P. aeruginosa ont principalement été testés sur des lignées de cellules
pulmonaires ou sur des cellules pulmonaires issues de cultures primaires. Les
principaux paramètres étudiés étaient les e ets du pathogène sur l’inflamma-
tion et les mécanismes permettant ces e ets (Faure et coll. 2004 ; Ramphal
et coll. 2008 ; Raoust et coll. 2009). Parmi les lignées cellulaires épithéliales
respiratoires retenues figuraient les cellules 16HBE 14o- et les cellules A549.
Les cellules 16HBE 14o- (Human Bronchial Epithelial) sont des cellules épithé-
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Table 1.2 – Animaux utilisés lors des études sur les pneumonies bacté-
riennes. Recherche NCBI MeSH 26.11.2013.
Termes MeSH Nb. de résultats
Animal model + pneumonia + bacterial infections 846
Animal model + pneumonia + bacterial infections + mice 542
Animal model + pneumonia + bacterial infections + rats 139
liales bronchiques (Forbes et coll. 2003). Une lignée équivalente de la lignée
16HBE 14o- mais homozygote pour la mutation D F508 du CFTR, la lignée
CFBE14o-, était disponible (John et coll. 2010). La lignée A549 est une lignée
de pneumocytes de type II obtenues à partir d’un adénocarcinome (Nardone
et coll. 1979).
1.8 Le modèle animal
Les modèles animaux sont un élément essentiel dans l’étude des patholo-
gies en général, et infectieuses en particulier. Ils sont utilisés majoritairement à
deux fins : comprendre des mécanismes physiopathologiques et tester des solu-
tions thérapeutiques. Les modèles animaux sont souvent situés entre le modèle
cellulaire et les essais cliniques dans la recherche de nouveaux traitements.
Concernant les infections pulmonaires à P. aeruginosa, les modèles animaux
reposent le plus souvent sur l’utilisation de petits rongeurs (souris et rats en
majorité, table 1.2) (Mizgerd et coll. 2008).
Il existe di érentes lignées murines chez lesquelles ont été testées des infec-
tions pulmonaires à P. aeruginosa. De rares études se sont attachées à com-
parer les e ets de l’infection selon la lignée choisie (Bragonzi 2010 ; Mo-
rissette et coll. 1995 ; Tam et coll. 1999). Il apparaît que parmi les lignées
testées (BALB/c, A/J, C57BL/6, DBA/2), les souris C57BL/6 et A/J ré-
agissent de façon intermédiaire à une infection pulmonaire à P. aeruginosa, les
souris BALB/c étant les plus résistantes et les souris DBA/2 les plus sensibles.
Dans un tel modèle, cette réponse intermédiaire est intéressante car elle per-
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met la mise en place de l’infection, sans toutefois entraîner une mortalité trop
élevée parmi les souris. Il existe des modèles d’infection aiguë et chronique,
selon le mode d’administration des bactéries. Dans ces modèles de pneumonie,
les bactéries peuvent être administrées par exposition à un aérosol, par ins-
tillation intratrachéale ou bien par instillation intranasale (Mizgerd et coll.
2008). L’administration oropharyngée peut elle-même être réalisée de deux
manières : grâce à une canule de gavage insérée dans les poumons via la cavité
buccale ou par insertion de la canule directement dans la trachée après incision
(acte chirurgical réalisable chez les animaux les plus gros). L’un des avantages
de l’administration intratrachéale est qu’elle permet un meilleur contrôle des
quantités de bactéries délivrées au niveau pulmonaire.
L’utilisation de modèles animaux est soumise à deux contraintes princi-
pales. La première est d’ordre éthique et relève surtout de la réglementation.
Par ailleurs, et bien que les modèles animaux aient permis des avancées signi-
ficatives dans la compréhension de mécanismes physiopathologiques et dans
la recherche de nouvelles thérapies, les di érences existant entre animaux
et humains rendent di cilement transposables les résultats ainsi obtenus à
l’Homme.
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Table 1.3 – Avantages et inconvénients des voies d’administration des bacté-
ries dans la mise en place de pneumonies infectieuses chez la souris. (Source :
Mizgerd, American journal of physiology. Lung cellular and molecular phy-
siology, 2008).
Méthode Avantages Inconvénients
Exposition à un aérosol
1. reproduit la transmis-
sion naturelle d’infec-
tions aéroportées
2. infection simultanée de
plusieurs animaux
3. infection répétable
entre les animaux
4. infection bilatérale et
symétrique des pou-
mons
5. pas d’anesthésie re-
quise
1. systèmes coûteux
2. infections oculaires ou
cutanées possibles
3. di culté à mettre en
place des expositions
nasales
4. certains pathogènes à
la viabilité limitée en
aérosols
5. peu de contrôle sur
l’inoculum respiratoire
exact
Instillation intratrachéale
1. reproduit une aspira-
tion oropharyngée
2. contrôle de l’inoculum
respiratoire
3. possibilité de n’inocu-
ler qu’un lobe pulmo-
naire
4. procédure simple à
mettre en œuvre
1. nécessité d’une anes-
thésie générale de
l’animal
2. nécessité de réaliser un
geste chirurgical
3. inoculum réparti de fa-
çon non symétrique et
non uniforme
4. di culté à infecter si-
multanément tous les
animaux
Instillation per os
1. reproduit une aspira-
tion oropharyngée
2. contrôle de l’inoculum
respiratoire
3. possibilité de n’inocu-
ler qu’un lobe pulmo-
naire
4. pas de geste chirurgical
1. nécessité d’une anes-
thésie générale de
l’animal
2. technique di cile à
mettre en œuvre
3. inoculum réparti de fa-
çon non symétrique et
non uniforme
4. di culté à infecter si-
multanément tous les
animaux
5. risque de contamina-
tion par la flore orale
Instillation intranasale
1. reproduit une aspira-
tion oropharyngée
2. reproduit une infection
des voies aériennes su-
périeures et inférieures
3. procédure simple à
mettre en œuvre
1. nécessité d’une anes-
thésie générale de
l’animal
2. inoculum très variable
dans les poumons
3. inoculum réparti de fa-
çon non symétrique et
non uniforme
4. risque de contamina-
tion par la flore orale
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1.9 Hypothèses et objectifs
Il semble aujourd’hui évident que les antibiotiques ne peuvent plus être le
seul traitement à apporter aux infections chez l’Homme, notamment au ni-
veau respiratoire. Deux phénomènes ont abouti à cette situation : d’une part,
de plus en plus de bactéries deviennent multirésistantes, certaines étant même
résistantes à tous les antibiotiques actuellement sur le marché ; d’autre part,
peu de nouveaux antibiotiques ont été mis sur le marché ces dernières années.
Dans le même temps, l’étude des écosystèmes bactériens chez l’Homme nous
a permis d’entrevoir leur importance dans l’établissement et le maintien de
son homéostasie. De plus, les facteurs de risque d’acquisition de P. aeruginosa
au niveau pulmonaire sont bien connus, permettant alors d’envisager l’utili-
sation de traitements prophylactiques. L’utilisation des probiotiques dans ce
contexte reviendrait à créer une barrière microbienne qui pourrait permettre de
limiter voire d’empêcher la colonisation de l’arbre respiratoire par des micro-
organismes tels que P. aeruginosa. Le but de ce travail était d’isoler des lacto-
bacilles actifs contre P. aeruginosa (inhibition de la formation de biofilm et de
l’activité élastolytique) et compatibles avec les recommandations liées à l’usage
des probiotiques, notamment dans le cadre d’une application oropharyngée. Ce
travail a été réalisé en 5 étapes successives :
– Création d’une collection de lactobacilles isolés des cavités orales de vo-
lontaires sains. Identification préliminaire de ces isolats.
– Criblage de ces nouveaux isolats ainsi que d’isolats appartenant à une
collection du LUBEM contre la formation de biofilm et l’activité élasto-
lytique de P. aeruginosa PAO1.
– Caractérisation et identification complète des isolats retenus lors des
phases de criblage.
– Étude des e ets d’un mélange des trois souches les plus intéressantes
dans un modèle cellulaire d’infection par P. aeruginosa PAO1.
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– Étude des e ets d’un mélange des trois souches les plus intéressantes
dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1.
L’originalité de cette démarche reposait principalement sur le choix de sélec-
tionner des souches humaines orales et spécifiquement actives contre P. aeru-
ginosa ainsi que sur le mode d’administration des lactobacilles, en privilégiant
l’instillation au niveau respiratoire plutôt que l’ingestion ou l’injection intrapé-
ritonéale. Le fait d’isoler des souches orales devait nous permettre d’envisager
une utilisation plus facile au niveau oropharyngé, ces souches étant déjà adap-
tées à cet écosystème.
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2.1 Bactéries
Lors de ces travaux, di érentes souches bactériennes de référence ont été
utilisées : L. fermentum ATCC 9338, L. casei LMG 6904 et L. paracasei LMG
13087 (AES-Chemunex, Bruz, France) ont servi de contrôles lors des identi-
fications des lactobacilles par spectrométrie de masse, par séquençage et par
PFGE. Les lactobacilles dont les e ets sur la production de biofilm et l’acti-
vité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 ont été mesurés appartenaient à deux
collections : la première regroupait des lactobacilles isolés de cavités orales de
volontaires sains (section 2.2, page 67), la seconde rassemblait des lactobacilles
isolés de laits crus (Delavenne et coll. 2012). Les lactobacilles obtenus par
écouvillonnages buccaux appartiennent à la collection DC-2008-214 du CHRU
la Cavale-Blanche. Cette collection est reconnue par le ministère de l’enseigne-
ment supérieur et de la recherche. En accord avec la législation française, un
accord écrit avait préalablement été obtenu de chacun des volontaires sains.
Le comité de protection des personnes Ouest IV a approuvé ce protocole. La
souche P. aeruginosa PAO1 a été utilisée tout au long des essais, depuis les
premières étapes du criblage jusqu’au modèle animal. Staphylococcus aureus
SA1 a été isolé au laboratoire de bactériologie du CHU de la Cavale-Blanche
chez un patient atteint de la mucoviscidose. Cette souche a uniquement été
utilisée lors des premières étapes de criblage, dans les essais en double couche
et en puits. Sauf indication contraire, les milieux de culture ont été obtenus
auprès de la société AES-Chemunex (Bruz, France).
Lors des di érents essais, les bactéries ont été repiquées depuis un cryotube
dans un milieu adapté. Après une incubation de 20 heures à 37˚C, 100 ml de
la culture ont été transférés dans 10 ml de milieu frais avant une nouvelle
incubation durant 18 heures à 37˚C.
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Table 2.1 – Lactobacilles isolés de laits crus.
74 isolats Espèces1
K.B6.3.1A, K.B6.3.1B L. brevis
K.B4.7.3A, M.B1.6.4F L. casei
K.C2.3.1D, K.C4’.3.1C, K.C5’.3.1B, K.C6.3.1A,
K.C6.3.1D, K.C6.3.1E, K.C6.3.2G, K.V6.3.1A,
K.V6.3.1C, K.V6.6.1C, K.V6.6.1D, K.V6.6.1E,
K.V8.3.1L, K.V9.3.2A, K.V9.3.2B, K.V9.3.2C,
M.V5.3.2C
L. fermentum
K.V9.3.1N L. harbinensis
M.C5.3.1C (1) L. helveticus
K.V5.3.1G, K.V6.3.1E, K.V6.3.1K, K.V8.6.1G,
Pi.C1.3.1A L. parabuchneri
M.B4.7.0 L. pentosus
K.C1.3.1C, K.C1.7.1A, K.C2.3.1B, K.C4.7.0A,
K.C4.7.0C, K.C4.7.1A, K.V1.6.2, K.V2.3.1D (2),
K.V2.3.2C, K.V2.7.1 (2), K.V5.4.0B, K.V5.4.1A,
K.V5.4.1B, K.V5.6.1C, K.V6.3.1H, K.V6.3.1J,
K.V6.6.1A, M.C3.7.0B, M.C4.3.1C, M.C4.3.1D,
M.C5’.3.1C (1), M.C5’.3.1D, M.C5’.6.1B, M.C5’.7.1B,
M.V4.3.1F, M.V4.3.1M, M.V5.5.1A, M.V6.3.1F,
Pi.C4.7.1A, Pi.C4’.6.2A (1), Pi.C5’.3.2E, Pi.V4.3.1A
L. plantarum
K.C5.3.1B, K.C6.3.2A, K.C6.3.2C, K.C8.3.1I,
M.C4.3.1E, M.C4’.3.2B, M.C4’.4.3B, M.C5.3.1B,
M.V3.3.1D, Pi.C3.3.1A, Pi.C4’.3.1A, Pi.C6.3.1A,
Pi.C6.6.2B
L. rhamnosus
1 : identification par séquençage partiel du gène codant l’ARNr16S
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Table 2.2 – Composition du milieu LAMVAB.
Composant Quantité (QSP* 1 litre)
Préparation pour bouillon MRS 52.25 g
L-cystéine à 5% 10 ml
Vert de bromocrésol 0.02 g
Agar 15 g
pH ajusté à 5,2 - Stérilisation
Vancomycine 20 mg
* quantités su santes pour
2.2 Isolement et identification de lactobacilles oraux
2.2.1 Isolement de lactobacilles
Des écouvillonnages ont été réalisés dans la bouche de 23 volontaires sains.
Des géloses LAMVAB (Lactobacillus Anaerobic MRS with Vancomycin And
Bromocresol green) ont été ensemencées avec ces écouvillons (table 2.2) (Har-
temink et coll. 1997). Le LAMVAB permet la croissance sélective d’une grande
partie des lactobacilles, notamment grâce à leur résistance à la vancomycine.
Certaines espèces de lactobacilles telles L. delbrueckii et L. salivarius sont
néanmoins sensibles à la vancomycine (Coeuret et coll. 2004). Après 48
heures d’incubation en anaérobiose à 37˚C, les colonies isolées ont été re-
piquées sur géloses MRS (de Mann, Rogosa et Sharpe) (Man et coll. 1960).
Une coloration de Gram et une recherche de la catalase ont été réalisées afin
de vérifier l’appartenance de ces isolats au genre Lactobacillus. Au moins deux
repiquages successifs ont été réalisés sur gélose MRS puis une colonie a été
repiquée en bouillon MRS afin de procéder à la cryoconservation de l’isolat.
L’objectif de cette étape était de constituer une collection de lactobacilles iso-
lés de cavités orales d’individus sains afin de pouvoir évaluer leurs e ets sur
la production de biofilm et l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1. En
sortie de cryotube, les isolats étaient repiqués deux fois en bouillon MRS avant
leur utilisation lors des di érents essais.
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2.2.2 Identification préliminaire des isolats
Les lactobacilles isolés de cavités orales ont dans un premier temps été
identifiés par spectrométrie de masse de type MALDI-ToF (appareil Micro-
flex, Bruker, Billerica, USA). Ce système d’analyse couple une source de dé-
sorption/d’ionisation assistée par une matrice (Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionization) et un analyseur de temps de vol (Time of Flight). Chaque
souche bactérienne possède un protéome qui lui est propre : c’est ce protéome
qui est analysé grâce à la spectrométrie de masse. Les protéines sont ioni-
sées et chaque molécule détectée est caractérisée par sa masse, sa charge, le
ratio masse/charge et l’intensité du signal émis. Il existe deux protocoles sen-
siblement di érents afin d’identifier des bactéries grâce à cette technique : la
méthode rapide consiste à déposer puis étaler une colonie sur la cible en acier
qui est ensuite passée dans l’automate. La deuxième méthode comprend une
extraction préalable des protéines bactériennes, ce qui permet d’augmenter la
fiabilité de l’identification (Duöková et coll. 2012). Les di érents isolats ont
ainsi été cultivés une nuit à 37˚C en bouillon MRS. Un millilitre de la culture
a été centrifugé à 8000 x g pendant deux minutes. Après élimination du sur-
nageant, le culot a été remis en suspension dans 1,2 ml d’éthanol à 75 %.
Une nouvelle centrifugation a alors été réalisée, suivie de l’élimination du sur-
nageant puis de la suspension du culot dans 50 ml d’acide formique (Fluka,
Sigma-Aldrich) à 70 % et 50 ml d’acétonitrile (VWR BDH Prolabo, Radnor,
USA). Une dernière centrifugation a été réalisée, puis 1 ml de la phase liquide
contenant les protéines a été déposé sur la cible. Après séchage à l’air libre, le
dépôt a été recouvert de 1 ml de matrice HCCA (a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid) avant traitement par l’automate. Une fois l’échantillon traité, le spectre
obtenu est comparé par l’automate à une base de données (contenant 223
spectres correspondant à 98 espèces de lactobacilles parmi les 200 actuelle-
ment décrites) puis le résultat est fourni sous la forme d’une sélection des dix
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espèces les plus probables, chaque espèce étant associée à un score indicatif de
la fiabilité du résultat (table 3.1).
2.3 Sensibilité de P. aeruginosa PAO1 aux acides organiques
et aux pH acides
Le métabolisme des lactobacilles reposant sur la fermentation des glucides
en acides (acides lactique et acétique en particulier), il s’est avéré nécessaire
de déterminer les e ets de l’acide lactique, de l’acide acétique et du pH sur la
croissance de P. aeruginosa PAO1 afin de distinguer les e ets inhibiteurs dus
à la production d’acides des autres modes d’actions des lactobacilles contre
P. aeruginosa PAO1. P. aeruginosa PAO1 a été cultivé à 37˚C une nuit dans
un bouillon Luria-Bertani (LB). La culture a été centrifugée, le culot lavé par
addition de 10 ml de NaCl à 0,9 % puis suspendu dans 10 ml de bouillon LB
frais. Cette suspension a ensuite été diluée afin d’atteindre une densité optique
de 0,2 à 600 nm (DO600, Spectrophotomètre Genesys 10S UV-Vis, Thermo
Scientific, Waltham, USA). La croissance de P. aeruginosa PAO1 a été étudiée
à pH 4/5/6/7 et à des concentrations de 0/50/100 mM en acide lactique ou
0/12,5/25/50/100 mM en acide acétique dans du bouillon LB (table 2.3). Le
pH a ensuite été ajusté par addition de HCl 1 M ou de NaOH 5 M. La DO600
a de nouveau été mesurée par spectrophotométrie après une incubation de 22
heures à 37˚C.
2.4 E ets des lactobacilles sur P. aeruginosa PAO1
2.4.1 E ets sur la croissance
Les premiers essais visaient à étudier la capacité des lactobacilles isolés à in-
hiber la croissance de P. aeruginosa PAO1 ou de S. aureus SA1, un pathogène
également impliqué dans les infections respiratoires, ceci afin de rechercher une
éventuelle production de bactériocines. Deux techniques di érentes ont été uti-
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Table 2.3 – Paramètres des expérimentations visant à évaluer la sensibilité
de P. aeruginosa PAO1 aux acides lactique et acétique
Acides Concentrations (mM) pH
Lactique
50 76
100 54
Acétique
12,5 7
25 6
50 5
100 4
lisées, celle de la double couche (fig. 2.1) (Fleming et coll. 1975 ; Grinstead
et coll. 1992) et celle des puits (fig. 2.2) (Schillinger et coll. 1989). P. ae-
ruginosa PAO1 a été cultivé en présence des lactobacilles et dans du bouillon
BHI (Breain Heart Infusion) retenus après criblage afin de déterminer si ces
derniers pouvaient inhiber la croissance du pathogène en conditions non acides.
2.4.1.1 Tests en double couche
Lors des tests en double couche, le lactobacille a été étalé sur une gélose
MRS. Après incubation pendant 72 heures à 37˚C, celle-ci a été recouverte
d’une couche de gélose molle TSA (Trypticase Soy Agar, 0,8 % d’agar) conte-
nant la bactérie cible en inclusion (P. aeruginosa PAO1 ou S. aureus SA1 à
2.107 ufc/ml). En cas d’inhibition, la croissance de la souche cible est limitée
et un halo d’inhibition apparaît autour des colonies productrices des molécules
inhibitrices (fig. 2.1). Les lactobacilles, P. aeruginosa PAO1 et S. aureus SA1
ont été repiqués depuis un cryotube dans leurs milieux respectifs et cultivés 18
heures à 37˚C.
2.4.1.2 Tests de di usion en puits
Le test de di usion en puits est une autre méthode standard permettant
de s’a ranchir de l’e et acide en testant des surnageants neutralisés (fig. 2.2).
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Il s’agit de creuser des puits dans une gélose molle (ici une gélose BHI à 0,8 %
d’agar) contenant la souche ciblée puis de remplir ces puits avec un surna-
geant susceptible de présenter une activité contre cette souche. Di érents sur-
nageants produits par des lactobacilles ont ainsi pu être testés contre P. aeru-
ginosa PAO1 et S. aureus SA1. Les cultures en TSB (Trypticase Soy Broth)
de P. aeruginosa PAO1 et S. aureus SA1 ont été utilisées afin d’ensemencer
(106 ufc/ml) des géloses molles de BHI à 0,8% en agar dans lesquelles ont été
creusés les puits. Les cultures nocturnes de lactobacilles ont été centrifugées
(8000 x g pendant 3 minutes). Les surnageants ont été neutralisés par addition
de NaOH 1 M puis filtrés sur filtres de 0,2 mm. Les surnageants neutralisés à pH
6,0 ± 0,5 (pHmètre pH 510, Eutech Instruments, Singapour) ont ensuite été
déposés (60 ml) dans les puits creusés dans la gélose molle contenant la souche
testée. Les géloses ont ensuite été stockées à 4˚C pendant 60 minutes afin de
permettre aux éventuelles molécules actives de di user avant croissance de la
souche pathogène, puis elles ont été incubées 24 heures à 37˚C. Le résultat a
été exprimé selon le diamètre du halo d’inhibition de la culture de la souche
ciblée autour du puits. Les e ets sur la croissance de P. aeruginosa PAO1 de
58 isolats, dont les 36 déjà étudiés lors des essais en double couche, ont ainsi
pu être testés (table 2.4).
2.4.1.3 Cocultures en bouillon Brain Heart Infusion
Des cultures de P. aeruginosa PAO1 en présence des lactobacilles inhibant
la formation de biofilm ou l’activité élastolytique (sections 3.3.2 et 3.3.3) ont été
réalisées afin de vérifier si ces activités inhibitrices reposaient sur une inhibition
de la croissance de P. aeruginosa PAO1. Les lactobacilles et P. aeruginosa
PAO1 ont été repiqués en bouillon BHI, dans les mêmes conditions que lors
des tests d’activité contre le biofilm ou l’élastase. Les incubations ont duré
7 ou 22 heures, selon que les lactobacilles avaient été retenus lors des essais
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72h à 37°C 
Ajout de TSA en surfusion 
contenant la souche ciblée 
24h à 37°C 
Zone d’inhibition 
Croissance de la 
souche ciblée 
Souche candidate 
Souche 
candidate 
MRS 
TSB + agar 
Figure 2.1 – Principe du test en double couche.
contre le biofilm ou l’élastase. À la fin de l’incubation, pH et concentrations
bactériennes ont été mesurés.
2.4.2 E ets sur la production de biofilm
L’activité des isolats criblés contre la formation de biofilm par P. aeru-
ginosa PAO1 a été étudiée en utilisant une technique colorimétrique inspirée
des travaux de Merritt (Merritt et coll. 2005). Des cultures de P. aerugi-
nosa PAO1 et de lactobacilles ont d’abord été réalisées en bouillon BHI (18
heures, 37˚C, aérobiose) puis centrifugés à 2000 x g pendant 20 min. Les cu-
lots ont ensuite été remis en suspension dans du sérum physiologique à 0,9 %
en NaCl et centrifugés à 2000 x g pendant 10 minutes et finalement remis en
supension dans du milieu frais (BHI). Chaque lactobacille a ensuite été mé-
langé avec P. aeruginosa PAO1 (v/v, 1 : 1) afin d’atteindre ca. 107 ufc/ml de
P. aeruginosa PAO1 et de lactobacille. Ce mélange a servi d’inoculum pour les
cocultures utilisées lors des essais contre le biofilm ou contre l’élastase. Lors
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Table 2.4 – Lactobacilles isolés de laits crus testés contre P. aeruginosa
PAO1 et S. aureus SA1 lors des essais en double couche et de di usion en
puits.
Isolats EspècesMéthodes de la double
couche et de la di usion en
puits1
Méthode de la di usion en
puits2
K.B6.3.1A L. brevis
K.B4.7.3A M.B1.6.4F L. casei
K.C2.3.1D, K.C6.3.2G K.V6.3.1A, M.V5.3.2C, L. fermentum
K.V9.3.1N L. harbinensis
M.C5.3.1C (1) L. helveticus
K.V5.3.1G, K.V6.3.1K Pi.C1.3.1A L. parabuchneri
M.B4.7.0 L. pentosus
K.C1.3.1C, K.C1.7.1A,
K.C2.3.1B, K.C4.7.0A,
K.C4.7.0C, K.C4.7.1.A,
K.V1.6.2, K.V2.3.1D (2),
K.V2.32.C, K.V2.7.1 (2),
K.V5.4.1A, K.V5.4.1B,
K.V5.6.1C, K.V6.3.1H,
K.V6.3.1J, M.C5’.3.1C (1),
M.C5’.3.1D, M.C5’.6.1B,
M.C5’.7.1B, M.V4.3.1F,
M.V6.3.1F, Pi.C5’.3.2E,
Pi.V4.3.1A
K.V5.4.0B, K.V6.6.1A,
M.C3.7.0B, M.C.4.3.1C,
M.C4.3.1D, M.V4.3.1M,
M.V5.5.1A, Pi.C4.7.1A,
Pi.C4’.6.2A (1)
L. plantarum
K.C5.3.1B, K.C8.3.1I,
M.C4.3.1E, M.C4’.4.3.B,
M.C5.3.1B, Pi.C4’.3.1A,
Pi.C6.3.1A
K.C6.3.2A, K.C6.3.2C,
M.C4’.3.2B, M.V3.3.1D,
Pi.C3.3.1A, Pi.C6.6.2B
L. rhamnosus
1 36 isolats
2 22 isolats
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h  à
 3
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Puits + surnageant 
souche candidate 
Gélose molle + 
souche cible 
Zones d’inhibition 
Figure 2.2 – Principe du test d’inhibition en puits.
des essais d’inhibition de la formation de biofilm, 4 aliquots de 100 ml de cette
suspension ont été déposés en plaque de 96 puits avant d’être incubés à 37˚C
pendant 7 heures. Le protocole de révélation du biofilm consistait à éliminer
le milieu de culture puis à rincer les puits avec de l’eau distillée stérile. Le
biofilm formé au fond des puits a alors été coloré par 100 ml de cristal violet à
0,25 % pendant 10 minutes. La microplaque a ensuite été plongée dans deux
bains successifs d’eau distillée stérile afin d’éliminer le cristal violet excéden-
taire puis séchée pendant 20 min à l’air libre. Le biofilm ainsi coloré a ensuite
été décroché des parois des puits par ajout de 100 ml d’acide acétique à 33 %
suivi d’une incubation à température ambiante pendant 15 minutes. La solu-
tion a ensuite été homogénéisée puis transférée dans une nouvelle microplaque
afin de mesurer la DO à 595 nm (spectrophotomètre Multiskan FC, Thermo
Scientific). La quantité de biofilm formé par une culture pure de P. aerugi-
nosa PAO1 a servi de contrôle positif, tandis que l’absorbance mesurée sur du
bouillon BHI stérile a fait o ce de contrôle négatif.
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2.4.3 E ets sur l’activité élastolytique
L’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 a été étudiée grâce à un
dosage enzymatique reposant sur un protocole déjà décrit par Rust et coll. et
inspiré des travaux de Shotton (Rust et coll. 1994 ; Shotton 1970). L’élastine
est un substrat de l’élastase B produite par P. aeruginosa PAO1. L’élastine
rouge-Congo (ECR, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) est un dimère composé
d’élastine et d’un colorant, le rouge-Congo, liés de façon covalente. Sous cette
forme, l’ECR est insoluble ; l’action de l’élastase sur l’élastine rend soluble la
fraction rouge-Congo et permet ainsi la mesure d’une densité optique à 450 nm,
la valeur obtenue étant proportionnelle à l’activité élastolytique de P. aeru-
ginosa PAO1. Le protocole expérimental a été le suivant : les suspensions de
P. aeruginosa PAO1 (107 ufc/ml) et de lactobacilles (107 ufc/ml, section 2.4.2)
en bouillon BH ont été incubées pendant 22 heures à 37˚C. La culture a en-
suite été centrifugée (2000 x g pendant 5 minutes) afin de ne conserver que
le surnageant dans lequel se trouvait l’élastase. Un millilitre d’une solution
d’élastine rouge-Congo (20 mg/ml) dans un tampon de phosphate de sodium
à 10 mM (pH 7,0) a été ajouté au surnageant puis le mélange a été incubé
à 37˚C pendant 18 heures. L’ECR insoluble a ensuite été précipitée par cen-
trifugation à 2000 x g pendant 20 minutes puis l’absorbance de la fraction
soluble de l’ECR a été mesurée à 450 nm (spectrophotomètre Multiskan FC).
L’activité élastolytique d’une culture pure de P. aeruginosa PAO1 a servi de
contrôle positif et l’absorbance mesurée sur du bouillon BHI stérile a fait o ce
de contrôle négatif.
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2.5 Caractérisation des isolats actifs contre P. aeruginosa
PAO1
2.5.1 Clonalité
Des électrophorèses en champ pulsé (PFGE pour Pulsed-Field Gel Elec-
trophoresis) ont été réalisées à l’aide de l’enzyme Sfi I (Brennan et coll.
2002 ; Delavenne et coll. 2013) afin de déterminer la clonalité au sein des 8
L. fermentum sélectionnés lors du criblage contre la production de biofilm et
l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1. Les plugs contenant les bacté-
ries ont été préparés dans une solution tampon (NaCl 1 M, Tris.HCl 10 mM,
pH = 7,6) contenant 1 mg/ml de lysozyme (Sigma-Aldrich) et 40 U/ml de mu-
tanolysine (Sigma-Aldrich), auquel a été ajouté (v/v) de l’EDTA (0,125 mM,
pH = 7,6) contenant de l’agar (2 %) à bas point de fusion. Une fois solidifiés,
les plugs ont été immergés dans 1 ml d’un tampon (NaCl 1 M, Tris.HCl 6 mM,
EDTA 100 mM, sarkosyl 1 % (v/v), pH = 7,6) contenant 10 mg/ml de lyso-
zyme et 100 unités de mutanolysine pendant une nuit à 37˚C. Les plugs ont
ensuite été immergés dans une solution de protéinase K (0,5 mg/ml) dans une
solution d’EDTA à 0,5 M et de sarkosyl à 1 % (pH = 7,6) pendant une nuit à
55˚C. La protéinase K a ensuite été neutralisée par lavage des plugs dans une
solution tampon (Tris.Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH = 8,0) contenant 1 mM
de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) pendant 1 heure à 37˚C. Le lavage
a été répété une fois. Des tranches fines ont alors été prélevées dans les plugs
et lavées trois fois pendant 30 minutes à température ambiante dans une solu-
tion tampon (Tris.HCl 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH = 8,0). Les tranches ainsi
préparées ont été immergées dans 100 ml de tampon d’enzyme de restriction
1X (Sigma-Aldrich) pendant 30 minutes à 4˚C. Une fois ces lavages e ectués,
les échantillons ont été digérés dans 100 ml de tampon de restriction contenant
0,2 ml de l’enzyme (Sfi I, 20 U/ml) pendant une nuit à 37˚C. Les échantillons
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Table 2.5 – Programme de l’électrophorèse en champ pulsé.
Étape Programme (secondes) Durée (heures)
1 0,5 - 20 20
2 30 - 60 8
ont finalement été insérés dans un gel de migration (agarose 1 % dans un tam-
pon Tris-borate à 0,5X) avant d’e ectuer une électrophorèse (CHEF DR II,
Bio-Rad, table 2.5).
2.5.2 Identification
2.5.2.1 Séquençage des gènes ARNr 16S, rpoA et pheS
La fiabilité de l’identification de bactéries peut-être renforcée en utilisant
une approche polyphasique, c’est-à-dire en combinant di érentes techniques
d’identification (Duöková et coll. 2012 ; Mellmann et coll. 2008). Lors de
cette étude, l’approche polyphasique reposait sur le séquençage d’une partie du
gène codant l’ARN de la petite sous-unité ribosomique 16S (ARNr 16S) ou du
gène codant l’unité alpha de l’ARN polymérase (rpoA), voire du gène codant
l’unité alpha de la phénylalanine synthétase (pheS), ainsi que sur l’identifi-
cation des bactéries par spectrométrie de masse de type MALDI-ToF et par
l’étude des caractères biochimiques des lactobacilles par l’utilisation de gale-
ries API 50 CH (Biomérieux, Marcy l’Étoile, France). Les lactobacilles isolés
de cavités orales ont dans un premier temps été identifiés par spectrométrie de
masse (section 2.2.2). Afin de séquencer le gène ARNr 16S, les ADN totaux
ont été extraits en utilisant des kits QiAGEN (Venlo, Pays-Bas). Les amplifi-
cations ont été réalisées en utilisant le couple d’amorces U1/RU2 (table 2.6)
(Héry-Arnaud et coll. 2011). Un fragment de l’ADNr 16S a été amplifié
avec une dénaturation initiale à 95˚C pendant 15 minutes, suivie de 30 cycles
d’amplification comprenant une dénaturation à 95˚C pendant 1 minute, une
hybridation des amorces à 64˚C pendant 30 secondes et une extension à 72˚C
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pendant 1 minute. L’étape finale d’extension a été réalisée à 72˚C pendant 5
minutes (table 2.7). Les amplicons ont ensuite été séquencés à la plateforme de
séquençage du département de génétique du CHRU de Brest (INSERM-1078).
Afin de séquencer les gènes rpoA et pheS, les ADN totaux ont été extraits en
utilisant des kits FastDNA spin kit (mpbio, Santa Ana, États-Unis) pour l’ana-
lyse du gène rpoA et en utilisant des kits QiAGEN pour l’analyse du gène pheS.
Les amplifications ont été réalisées en utilisant les amorces rpoA-21-F/rpoA-
23R (rpoA) et pheS-21-F/pheS-22-R (pheS) (table 2.6) (Naser et coll. 2005).
Le gène rpoA a été amplifié avec une dénaturation initiale à 95˚C pendant
5 minutes, suivie de 3 cycles d’amplification comprenant une dénaturation à
95˚C pendant 1 minute, une hybridation des amorces à 46˚C pendant 2 mi-
nutes 30 secondes et une extension à 72˚C pendant 1 minute 15 secondes.
Trente cycles d’amplification comportant une dénaturation à 95˚C pendant
35 secondes, une hybridation des amorces à 46˚C pendant 1 minutes 15 se-
condes puis une extension à 72˚C pendant 1 minute 15 secondes ont ensuite
été réalisés. L’étape finale d’extension a été réalisée à 72˚C pendant 5 minutes
(table 2.8). Les amplicons ont ensuite été séquencés à la plateforme Biogenouest
de Rosco . Les séquences ont été assemblées grâce au logiciel DNA Baser 3.5.3
puis alignées grâce à l’outil MAFFT (http ://ma t.cbrc.jp/alignment/server/,
décembre 2012) afin d’identifier les lactobacilles. Les analyses phylogénétiques
ont été réalisées par la méthode neighbour joining sous MEGA 5.05/5.10 (Ta-
mura et coll. 2011).
2.5.2.2 Identification biochimique
En parallèle des identifications par séquençage et spectrométrie de masse,
les lactobacilles ont été caractérisés en utilisant des galeries API 50 CH. Les
lactobacilles ont été repiqués depuis leurs cryotubes dans des bouillons MRS
puis repiqués une seconde fois avant ensemencement des galeries API 50 CH
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Table 2.6 – Amorces utilisées lors de l’identification par PCR-séquençage.
Nom Séquence Références
U1 5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’ 1
RU2 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
ropA-21-F 5’-ATGATYGARTTTGAAAAACC-3’
2rpoA-23-R 5’-ACHGTRTTRATDCCDGCRCG-3’
pheS-21-F 5’-CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’
pheS-22-R 5’-CCWARVCCRAARGCAAARCC-3’
1 : Héry-Arnaud et coll. 2011
2 : Naser et coll. 2005
Table 2.7 – Cycles d’amplification utilisés lors de l’identification des lacto-
bacilles par PCR-séquençage du gène de l’ARNr 16S.
Température Durée (min.sec)
95˚C 15.00 Activation de la Taq polymérase
95˚C 01.00
Amplification ◊ 3064˚C 00.30
72˚C 01.00
72˚C 05.00 Finalisation de l’élongation
Table 2.8 – Cycles d’amplification utilisés lors de l’identification des lacto-
bacilles par PCR-séquençage des gènes rpoA et pheS.
Température Durée (min.sec)
95˚C 05.00 Activation de la Taq polymérase
95˚C 01.00
Pré-amplification ◊ 346˚C 02.15
72˚C 01.15
95˚C 00.35
Amplification ◊ 3546˚C 01.15
72˚C 01.15
72˚C 05.00 Finalisation de l’élongation
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selon les instructions du fabricant.
2.5.3 Croissance
Les profils de croissance des lactobacilles sélectionnés et de P. aeruginosa
PAO1 ont été établis en mesurant les absorbances de cultures en bouillons
MRS et BHI grâce à un automate de type Bioscreen C MBR (Oy Growth
Curves Ab Ltd., Helsinki, Finlande). La densité optique à 600 nm de chaque
suspension bactérienne initiale a été fixée à 0,011 ± 0.002 (Spectrophotomètre
Genesys 10S UV-Vis, Thermo Scientific) puis l’absorbance de chaque culure
a été mesurée à 600 nm toutes les 10 minutes pendant une incubation de 48
heures à 37˚C. Chaque souche a été testée trois fois.
L’objectif à terme de ce projet étant d’utiliser les lactobacilles sélectionnés
en tant que flore de barrière oropharyngée, il était indispensable de détermi-
ner leur capacité à survivre, voire se développer dans cet environnement. Il
était donc nécessaire d’étudier leur comportement dans une salive artificielle.
La composition de cette salive artificielle a été obtenue à partir d’un travail
similaire portant sur un Streptococcus salivarius (Roger et coll. 2011). Le dé-
tail de la composition de cette salive artificielle est présenté dans la table 2.9.
Les concentrations des ions et de l’urée correspondaient à des résultats issus
de l’analyse d’une salive humaine, les mucines (Sigma-Aldrich) permettant de
simuler le contenu protéique correspondant. L’ajout d’extraits de viande et de
glucose permettait de simuler la composition d’une salive après une prise ali-
mentaire. La salive artificielle a été ensemencée par une culture nocturne de lac-
tobacilles diluée au 1/1000, afin d’obtenir une concentration de ca. 105 ufc/ml,
puis incubée à 37˚C pendant 48 heures. La concentration bactérienne et le pH
ont été mesurés toutes les 6 heures pendant 48 heures, chaque dénombrement
étant réalisé en double. Chaque essai a été répété 3 fois.
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Table 2.9 – Composition de la salive artificielle (Roger et coll. 2011).
Produit Concentration (g/l)
KCl 0,9
KH2PO4 0,66
MgCl2 0,08
KHCO3 0,49
NaNO3 0,37
CaCO3 0,12
NH4Cl 0,60
Urée 0,20
Mucine gastrique de porc de type III 2,00
Glucose 5
Extraits de viande 1,4
2.5.4 Antibiorésistances
Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de l’ampicilline, du chlo-
ramphénicol, de la clindamycine, de l’érythromycine, de la gentamicine, de la
kanamycine, de la streptomycine, du couple quinupristine + dalfopristine, de
la tétracycline et de la vancomycine ont été évaluées par la méthode des E-tests
(Biomérieux). Les lactobacilles ont d’abord été repiqués depuis leurs cryotubes
dans des bouillons MRS, puis incubés pendant 24 heures à 37˚C. Ils ont en-
suite été repiqués sur des géloses MRS puis de nouveau incubés 24 heures à
37˚C. Quelques colonies ont alors été transférées dans 5 ml de sérum physio-
logique, dont 5 gouttes ont été transférées dans 10 ml de sérum physiologique.
Des géloses de type MHS (Mueller-Hinton à 5% de sang de mouton, AES)
ont été inondées par la suspension contenant les lactobacilles puis séchées à
température ambiante pendant 15 minutes afin de permettre à la suspension
de pénétrer la gélose. L’excédent de liquide a ensuite été éliminé puis les ban-
delettes E-test ont été déposées sur les géloses. Les géloses ont ensuite été
incubées à 37˚C pendant 24 à 48 heures avant la lecture des E-tests.
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2.6 E ets des lactobacilles dans un modèle cellulaire d’infec-
tion à P. aeruginosa PAO1
Parmi les huit souches sélectionnées lors du criblage in vitro, 3 ont été
retenues et mélangées afin d’en tester les e ets dans un modèle d’infection de
cellules épithéliales pulmonaires (lignée A549) par P. aeruginosa PAO1. Les 3
souches retenues étaient L. paracasei ES.D.88, L. zeae Od.76 et L. fermentum
K.C6.3.1E. Les e ets des lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1 sur les cellules
A549 ont été étudiés via la mesure de leur viabilité et le dosage des cytokines
IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a.
Initialement, les cellules employées devaient être des 16HBE14o-. Aucune
cytotoxicité de P. aeruginosa PAO1 contre ces cellules n’ayant pu être dé-
montrée, la décision a été prise de délaisser cette lignée au profit des cellules
A549.
2.6.1 Mise au point du modèle cellulaire
Le modèle reposant sur les cellules A549 a ensuite nécessité une mise au
point notamment en raison de l’existence d’interactions entre les bactéries
(lactobacilles et P. aeruginosa PAO1) avec le mélange MTS + PMS qui permet
la mesure de la viabilité cellulaire (section 2.6.4.1). Nous avons constaté au
cours de nos expérimentations que les bactéries étaient en e et capables de
réduire le MTS en formazan (Berridge et coll. 2005). Les résultats obtenus
étaient donc impossibles à interpréter car il était impossible de distinguer la
part du signal liée à l’activité bactérienne et celle liée à l’activité cellulaire. Pour
cette raison une étape de 2 heures d’exposition à la gentamicine a été ajoutée
au protocole afin d’inhiber la réduction du tétrazolium par les bactéries. Il a
également été nécessaire d’intégrer des rinçages des puits après le traitement
antibiotique afin d’éliminer les débris bactériens et de supprimer la possibilité
de réduction du tétrazolium par des enzymes libérées dans le milieu. La mise
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au point du protocole a été relativement longue en raison notamment du peu
de travaux publiés portant sur ce modèle.
2.6.2 Culture des cellules A549
Les cellules A549 sont des cellules épithéliales pulmonaires de type II ou
pneumocytes de type II dérivées d’un adénocarcinome pulmonaire humain
(Giard et coll. 1973). Les cellules ont été cultivées en flasque dans un mi-
lieu de culture constitué à 89 % de DMEM + Glutamine (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Allemagne), 10 % de sérum de veau fœtal (Lonza, Ba-
sel, Suisse) et 1 % de gentamicine (Sigma-Aldrich) (Wang et coll. 2013). Les
flasques de culture ont été incubées à 37˚C et sous atmosphère modifiée (5 %
CO2) jusqu’à atteindre la confluence cellulaire. Vingt-quatre heures avant les
essais, les cellules ont été trypsinées, le mélange trypsine (Lonza) et cellules
étant ensuite centrifugé pendant 10 minutes à 500 x g. Les cellules ont alors
été repiquées en plaques de 24 puits coatées avec du collagène (BD, Franklin
Lakes, USA) dans 1 ml de DMEM + glutamine, chaque puits contenant 400000
cellules. Les plaques de 24 puits ont été incubées 24 heures à 37˚C et 5 % en
CO2.
2.6.3 Préparation des inoculums bactériens
La souche L. paracasei ES.D.88 (isolée d’une cavité orale) a été retenue
pour sa capacité à inhiber la formation de biofilm par P. aeruginosa PAO1, les
souches L. fermentum K.C6.3.1E (isolée du lait) et L. zeae (isolée d’une cavité
orale) ont été sélectionnées pour leur capacité à inhiber l’activité élastolytique
de P. aeruginosa PAO1. En outre, la sélection de ces 3 souches a permis d’ex-
ploiter leurs diversités en raison de leur appartenance à 3 espèces di érentes.
Ces trois souches étaient également les plus acidifiantes lors des essais de crois-
sance en salive artificielle. Les souches L. paracasei ES.D.88, L. zeae Od.76,
L. fermentum K.C6.3.1E et P. aeruginosa PAO1 ont été cultivées selon le
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protocole indiqué en section 2.1. Les cultures ont ensuite été centrifugées 10
minutes à 2000 x g. Le culot a été remis en suspension dans 10 ml de sérum
physiologique puis de nouveau centrifugé. La DO600 (spectrophotomètre Ge-
nesys 10S UV-Vis) des suspensions bactériennes a été ajustée à 0,90 pour les
lactobacilles et 0,15 pour P. aeruginosa PAO1 afin d’atteindre une MOI globale
(Multiplicity Of Infection) de 1 : 500 (cellules : bactéries). Les 3 suspensions de
lactobacilles ont été mélangées au ratio 1 : 1 : 1. Cinquante microlitres de ces
suspensions ont été ajoutés dans les puits contenant les cellules. Deux séries de
6 puits ont été étudiées. Les concentrations bactériennes étaient en moyenne de
6,8.107 ufc/ml pour P. aeruginosa PAO1 et de 1,2.108 ufc/ml pour le mélange
de lactobacilles lors des deux séries expérimentales. Les e ets des lactobacilles
et de P. aeruginosa PAO1 sur les cellules A549 ont été étudiés au sein de 4
groupes :
– Ctrl : cellules seules ;
– Lb : cellules + mélange de lactobacilles
– PAO1 : cellules + P. aeruginosa PAO1
– LbPAO1 : cellules + mélange de lactobacilles + P. aeruginosa PAO1.
En parallèle, des puits contenant du DMEM ont été inoculés par le mélange
de lactobacilles, par P. aeruginosa PAO1 ou par le mélange de lactobacilles
et P. aeruginosa PAO1. Après une incubation de 4 heures à 37˚C et en at-
mosphère modifiée (5 % CO2), des dénombrements par dilutions successives
ont été réalisés sur géloses Mueller-Hinton (MH) pour P. aeruginosa PAO1
ou MRS pour les lactobacilles afin de détecter un éventuel e et bactéricide
du mélange de lactobacilles sur P. aeruginosa PAO1. De la même manière,
l’e cacité de la gentamicine a été déterminée en réalisant des dénombrements
après 4 heures d’incubation puis 2 heures de traitement antibiotique.
84
2.6. E ets des lactobacilles dans un modèle cellulaire d’infection à
P. aeruginosa PAO1
2.6.4 Mesure des e ets des bactéries sur les cellules A549
Les microplaques ont été incubées pendant 4 heures à 37˚C en atmo-
sphère modifiée. Après cette co-incubation, les surnageants ont été prélevés et
immédiatement congelés afin de permettre le dosage ultérieur des cytokines
IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a (section 2.6.4.2). Après lavage par du PBS (Phos-
phate Bu ered Saline, Lonza), 1 ml de DMEM contenant de la gentamicine à
0,5 mg/ml a été ajouté aux puits afin d’éliminer les bactéries présentes et éviter
les interactions de ces dernières avec le mélange PMS + MTS (section 2.6.4.1).
Les plaques ont alors été incubées à 37˚C en atmosphère modifiée pendant 2
heures. Les puits ont ensuite été lavés 2 fois au PBS. Un millilitre de trypsine
a été ajouté dans chaque puits, avant une incubation à 37˚C et en atmo-
sphère modifiée (5 % CO2) durant 60 minutes. Une fois les cellules décollées,
le mélange trypsine + cellules a été transféré en tube de 1,5 ml puis centrifugé
à 500 x g pendant 10 minutes. Le surnageant a été éliminé et remplacé par
100 ml de PBS. Les cellules en suspension dans du PBS ont été déposées dans
des puits d’une microplaque de 96 puits contenant 20 ml d’un mélange PMS
+ MTS (section 2.6.4.1). Les microplaques ont été incubées 2 heures à 37˚C
avant lecture des DO450 (spectrophotomètre Multiskan FC). Les résultats sont
exprimés en pourcentages de viabilité par rapport au contrôle (cellules seules).
Les cytokines IL-6, IL8, IL-10 et TNF-a ont été quantifiées dans les surnageants
de culture et en utilisant des kits ELISA.
2.6.4.1 Mesure de la viabilité cellulaire
Le test MTS (Promega, Fitchburg, USA) permet de déterminer le nombre
de cellules viables lors d’essais de cytotoxicité. La réaction implique le MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium), un sel de tétrazolium, qui peut-être réduit en formazan en pré-
sence d’un accepteur d’électrons intermédiaire, le PMS (Phenazine Methosul-
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fate) (Berridge et coll. 2005). La réduction du MTS en formazan est réalisée
par des oxydo-réductases cellulaires et permet la mesure de la viabilité cellu-
laire. Le MTS est très faiblement coloré, au contraire du formazan qui permet
une lecture d’absorbance à 450 nm (spectrophotomètre Multiskan FC).
2.6.4.2 Dosage des cytokines
Les concentrations en IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a ont été mesurées en
utilisant des kits ELISA (TNF-alpha ELISA Kit, human/IL-10 ELISA Kit,
human/IL-6 ELISA Kit, human/IL-8 ELISA Kit, human, Promokine, Hei-
delberg, Allemagne). Ces mesures ont été e ectuées sur les surnageants des
cultures cellulaires après 4 heures de co-incubation en présence des bactéries.
La stratégie de criblage et le choix des souches ont ensuite été validés dans
un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1.
2.7 E ets des lactobacilles dans un modèle murin de pneumo-
nie à P. aeruginosa PAO1
Les e ets d’un mélange de L. paracasei ES.D.88, L. casei Od.76 et L. fer-
mentum K.C6.3.1E ont été évalués dans un modèle murin de pneumonie à
P. aeruginosa PAO1.
Les souris C57BL/6 ont notamment été choisies car leur sensibilité à P. ae-
ruginosa permet de provoquer une pneumonie, tout en évitant une mortalité
trop importante parmi les populations (Bragonzi 2010 ; Yu et coll. 1998).
Les souris C57BL/6 ont été acquises auprès de l’entreprise Janvier Labs (Saint-
Berthevin, France). Les souris ont été hébergées au sein de l’animalerie de
l’UBO et ont eu un accès illimité à l’eau et aux aliments. Après une semaine
d’acclimatation, les souris ont été transférées au sein du secteur infectieux
d’expérimentation animale et hébergées dans un portoir ventilé associant une
unité de traitement de l’air (Easyflow, Tecniplast, Buggugiate, Italie) et des
cages hermétiques. Le modèle murin utilisé lors de ces expérimentations était
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un modèle de pneumonie aigüe à P. aeruginosa PAO1.
2.7.1 Préparation des inoculums bactériens
Comme détaillé dans la section consacrée au modèle cellulaire (section 2.6.3),
les souches L. paracasei ES.D.88, L. zeae Od.76 et L. fermentum K.C6.3.1E
ont été sélectionnées lors des étapes de criblage puis mélangées avant d’être
administrées aux souris. Les lactobacilles et P. aeruginosa PAO1 ont été repi-
qués depuis un cryotube respectivement dans des bouillons MRS et BHI filtrés
puis cultivés 24 heures à 37˚C. Ils ont ensuite été repiqués dans du milieu
frais puis de nouveau cultivés à 37˚C pendant 18 heures. Après 18 heures
d’incubation, les cultures ont été lavées par centrifugation à 1350 x g pendant
10 minutes à 20˚C. Une fois le surnageant éliminé, 10 ml de SSI (sérum salé
isotonique, 0,9 % en NaCl) ont été ajoutés sur le culot avant de procéder à
une nouvelle centrifugation (mêmes conditions). La DO600 des suspensions la-
vées a été ajustée à 1,0 et 0,05 (Spectrophotomètre Jenway série 73, Stone,
Royaume-Uni) respectivement pour le mélange de lactobacilles (après mélange
des 3 lactobacilles) et pour P. aeruginosa PAO1 afin d’atteindre des concentra-
tions souhaitées (table 2.10). Les suspensions mères ont été étalées sur géloses
MH et MRS afin de dénombrer P. aeruginosa PAO1 et les lactobacilles. Les
lactobacilles ont été administrés par voie intratrachéale aux souris C57BL/6
sous la forme d’un mélange équilibré des trois souches (1 : 1 : 1).
2.7.2 Modalités d’administration des bactéries
En raison de la finalité de ce travail, à savoir la mise au point d’une flore
de barrière oropharyngée, le modèle animal retenu a été celui d’une prophy-
laxie reposant sur l’administration des lactobacilles aux souris 18 heures ou 42
heures puis 18 heures avant l’infection par P. aeruginosa PAO1. Ces horaires
ont été définis selon deux critères : dans un premier temps éviter de répéter des
instillations trop rapprochées qui auraient pu menacer la santé des souris et
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dans un second temps ne pas trop espacer les administrations de lactobacilles
de l’infection afin de pouvoir observer un e et éventuel. Le choix d’euthanasier
les animaux 4 heures après l’infection était supporté par di érents travaux (Le
Berre et coll. 2011 ; Wölbeling et coll. 2011) ayant notamment démontré
l’importance de la réaction inflammatoire à cet instant. Les bactéries ont été
administrées aux souris par instillation oropharyngée grâce à une canule de ga-
vage de 24 gauge (Poopers & Sons, NY, USA). Au moment de l’instillation, les
souris étaient sous anesthésie au Sevoflurane (Abott, Chicago, USA). Chaque
instillation consistait en l’administration intratrachéale de 75 ml d’une suspen-
sion stérile ou bactérienne. Les essais ont porté sur 4 groupes de souris selon la
nature de la suspension administrée. Le groupe « lactobacilles » (Lb) a reçu le
mélange des 3 lactobacilles, le groupe « P. aeruginosa PAO1 » (PAO1) a reçu
le pathogène, le groupe « lactobacilles et P. aeruginosa PAO1 » (LbPAO1) a
d’abord reçu le mélange de lactobacilles puis P. aeruginosa PAO1. Le groupe
contrôle (Ctrl) a quant à lui reçu SSI.
Les souris de chaque groupe (Lb, PAO1, LbPAO1) étaient réparties dans
deux sous-groupes selon la nature des analyses (charges bactériennes pulmo-
naires ou dosage de cytokines). Chaque sous-groupe comprenait 6 souris, soit
12 souris par groupe.
Deux séries d’expérimentations ont été menées. Lors de chaque essai, 3
groupes de 12 souris ont été préparés, en plus d’un groupe contrôle compor-
tant 6 souris (fig. 2.3). Lors de la prophylaxie reposant sur une administra-
tion unique de lactobacilles, le mélange de lactobacilles a été administré à
J0. Dix-huit heures plus tard, P. aeruginosa PAO1 a été administré aux sou-
ris, lesquelles ont été euthanasiées 4 heures plus tard, soit 22 heures après la
première instillation de lactobacilles. Le ratio « lactobacilles instillés/P. aeru-
ginosa PAO1 instillés » était de 25. Lors de la prophylaxie reposant sur deux
administrations de lactobacilles, une première instillation de lactobacilles a été
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réalisée 42 heures avant l’infection, puis une seconde 24 heures plus tard. La
suite du protocole a été identique aux expérimentations précédentes, à savoir
une instillation de P. aeruginosa PAO1 18 heures après la dernière instillation
de lactobacilles, suivie d’une euthanasie des souris 4 heures plus tard. Le ratio
« lactobacilles instillés/P. aeruginosa PAO1 instillés » était cette fois de 5 lors
des deux instillations de lactobacilles (fig. 2.3, table 2.10).
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Table 2.10 – Quantités de bactéries administrées aux souris et exprimées en
ufc.
Lactobacilles,
instillation 1
Lactobacilles,
instillation 2 P. aeruginosa PAO1
Ratio
Lb/PAO1
Essai 1 - 1,4.107 5,5.105 26
Essai 2 6,0.106 6,2.106 1,2.106 5 (2x)
Les animaux ont été anesthésiés grâce à un mélange de kétamine à 100 ml/kg
(Virbac, Carros, France) et de xylasine à 15 mg/kg (Bayer Santé, Puteaux,
France) puis euthanasiés par exsanguination intracardiaque. Selon la nature
des analyses à e ectuer, deux prélèvements di érents ont été réalisés : un la-
vage broncho-alvéolaire (LBA) ou un prélèvement des poumons. Les dénom-
brements pulmonaires bactériens ont été réalisés sur les poumons tandis que
les dosages de cytokines ont été e ectués sur les LBA. S’agissant des poumons,
ils ont été prélevés de manière aseptique puis broyés (Silentcrusher S, Heidolph
Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Allemagne) dans 7 ml de SSI. Le
broyat a ensuite été étalé sur des géloses MH et MRS en utilisant la technique
des dilutions successives afin de dénombrer P. aeruginosa PAO1 et les lacto-
bacilles. Les géloses ont été incubées 24 heures à 37˚C pour la recherche de
P. aeruginosa PAO1 et 48 heures à 37˚C pour la recherche des lactobacilles.
Dans le groupe « LBA », les trachées des animaux ont été incisées afin d’y ins-
taller un cathéter. Un robinet trois voies a été fixé à ce cathéter afin de pouvoir
à la fois injecter du SSI dans les poumons de la souris et récupérer ce liquide. Le
lavage a été réalisé par trois injections de 0,5 ml de SSI dans les poumons. Une
fois récupéré et pesé, le LBA a été centrifugé à 320 x g, pendant 10 minutes
et à 4˚C. Le surnageant a ensuite été congelé à -20˚C jusqu’à son utilisation
pour le dosage des cytokines grâce à des kits ELISA (TNF-alpha ELISA Kit,
mouse/IL-10 ELISA Kit, mouse/IL-6 ELISA Kit, mouse, Promokine).
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2.8 Statistiques
Les calculs statistiques ont été e ectués en utilisant les logiciels MS Ex-
cel 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) et SAS 9.3 (SAS Institute
Inc., Cary, USA) ainsi que l’outil en ligne BiostaTGV (http://marne.u707.
jussieu.fr/biostatgv/).
Les e ets des lactobacilles sur la production de biofilm et sur l’activité
élastolytique de P. aeruginosa PAO1 ont d’abord nécessité l’étude de la corré-
lation entre les trois séries d’expérimentation grâce à un test de Student inverse
(p < 0,05). Une fois la corrélation établie, les di érences entre chaque essai ont
été étudiées par analyse de la variance (ANOVA) et le test de la moindre dif-
férence (LSD) a été utilisé afin de détecter les activités antagonistiques des
di érents lactobacilles contre la production de biofilm (p < 0,05) et l’activité
élastolytique (p < 0,01) de P. aeruginosa PAO1.
La sensibilité de P. aeruginosa PAO1 aux acides organiques et au pH a
été déterminée en réalisant une analyse de la covariance (ANCOVA) sur les
densités optiques mesurées lors du suivi de croissance de P. aeruginosa PAO1.
Les résultats obtenus grâce au modèle cellulaire et au modèle animal ont
été comparés en utilisant le test non-paramétrique de Mann-Whitney.
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3.1. Isolement et identification de lactobacilles oraux
3.1 Isolement et identification de lactobacilles oraux
Deux-cent quinze isolats bactériens ont été obtenus à partir d’écouvillo-
nages de cavités orales de volontaires sains (table 3.2). Parmi ces 215 isolats,
15 n’ont pu être identifiés en spectrométrie de masse : le résultat alors obtenu
(NPF pour No Peak Found) indiquait l’impossibilité pour l’automate de pro-
céder à l’analyse de l’empreinte protéique. Parmi les 200 autres isolats, 12 ont
été classés dans d’autres genres que Lactobacillus, avec des scores inférieurs à
1,7, témoignant de l’absence de fiabilité concernant ces identifications. Parmi
ces 12 isolats, cinq étaient rattachés au genre Pseudomonas, trois au genre
Staphylococcus, deux au genre Paenibacillus, un au genre Aromatoleum, un
au genre Weissella. Finalement, 188 isolats ont été rattachés au genre Lac-
tobacillus, parmis lesquels 164 (87,2%) ont obtenu un score d’identification
en spectrométrie de masse supérieur à 1,7 (table 3.2). Parmi ces 164 isolats
73,4% appartenaient à l’une des trois espèces L. fermentum, L. paracasei ou
L. salivarius. Malgré l’utilisation de géloses LAMVAB, des L. salivarius ont
été isolés.
Table 3.1 – Signification des scores attribués lors d’une identification par
spectrométrie de masse de type MALDI-ToF.
Score Signification
2,300 à 3,000 Forte probabilité d’identification à l’espèce
2,000 à 2,299 Identification du genre sécurisée, identification à l’espèce
probable
1,700 à 1,999 Identification au genre probable
0,000 à 1,699 Degré de confiance insu sant pour l’identification
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3.2. Sensibilité de P. aeruginosa PAO1 aux acides organiques et
aux pH acides
3.2 Sensibilité de P. aeruginosa PAO1 aux acides organiques
et aux pH acides
Les résultats obtenus lors des tests d’inhibition ont semblé indiquer que
P. aeruginosa PAO1 était sensible aux acides lactique et acétique ainsi qu’aux
pH acides. La croissance de P. aeruginosa PAO1 a donc été mesurée dans dif-
férentes conditions de pH et en présence de di érentes concentrations en acide
lactique ou acétique. P. aeruginosa PAO1 s’est avéré sensible à une acidifica-
tion par un acide fort (HCl, p<0,0001) avec une inhibition prononcée de sa
croissance à pH 5 et 4 (p < 0,0001). En revanche, aucun e et spécifique de
l’acide lactique n’a été observé (p = 0,99, fig. 3.1). L’ajout d’acide acétique au
milieu de culture (bouillon LB) a induit des e ets di érents : comme observé
précédemment, l’acidification a induit une diminution significative de la crois-
sance de P. aeruginosa PAO1. De plus, l’acide acétique a présenté une activité
inhibitrice spécifique sur la croissance de P. aeruginosa PAO1 (p = 0,0013) à
pH 6 pour des concentrations supérieures à 50 mM et à pH 5 pour des concen-
trations supérieures à 25 mM. Aucun e et spécifique de l’acide acétique n’a
été constaté à pH 4 ni à pH 7 (fig. 3.2).
La forte sensibilité de P. aeruginosa PAO1 aux pH acides et à l’acide acé-
tique nous a contraints à utiliser des milieux pauvres en sucres afin de tester
l’activité des lactobacilles contre cette bactérie. C’est la raison pour laquelle,
lors des expérimentations portant sur la formation de biofilm et l’activité élas-
tolytique de P. aeruginosa PAO1, nous avons choisi d’utiliser le BHI qui ne
contient que 2 g/l de glucose et qui permet ainsi de limiter la production
d’acides par les lactobacilles.
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Figure 3.1 – Croissance de P. aeruginosa PAO1 dans du bouillon LB, pen-
dant 22 heures, à di érents pH et di érentes concentrations en acide lactique.
En absence d’acide lactique, la diminution de pH était obtenue par addition
de HCl 1N. Chaque résultat représente la moyenne de trois essais.
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Figure 3.2 – Croissance de P. aeruginosa PAO1 dans du bouillon LB, pen-
dant 22 heures, à di érents pH et di érentes concentrations en acide acétique.
En absence d’acide acétique, la diminution de pH était obtenue par addition
de HCl 1N. Chaque résultat représente la moyenne de trois essais.
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3.3 E ets des lactobacilles sur P. aeruginosa PAO1
3.3.1 E ets sur la croissance
3.3.1.1 Tests d’inhibition en double couche
Trente-six isolats du lait ont été testés (fig. 2.2). La largeur de la zone
d’inbition était supérieure à 54 mm lors de tous les essais contre P. aeruginosa
PAO1 (table 3.3), et atteignait toute la largeur de la boîte pour 21 lactobacilles
sur 36. Tous les lactobacilles ont, dans une moindre mesure, également inhibé la
croissance de S. aureus SA1, avec des largeurs de zones d’inhibition supérieures
à 20 mm (table 3.4). Ces résultats ont démontré l’existence d’un mécanisme
d’inhibition des deux pathogènes commun à tous les lactobacilles testés. Les
lactobacilles étant des producteurs importants d’acides organiques, nous avons
émis l’hypothèse que les deux pathogènes testés, notamment P. aeruginosa
PAO1, étaient sensibles aux acides organiques produits par les lactobacilles.
Ainsi, les tests d’inhibition suivants ont été réalisés avec la méthode des puits
et en utilisant des surnageants de cultures de lactobacilles neutralisés à pH 6
afin d’éviter des inhibitions strictement dues à la présence d’acides organiques
et pour essayer de mettre en évidence la production éventuelle de bactériocines.
3.3.1.2 Tests d’inhibition par di usion en puits
Cinquant-huit lactobacilles ont ainsi été testés dont les 36 déjà testés lors
des essais en double couche. Aucune inhibition, ni de la croisance de P. aeru-
ginosa PAO1, ni de celle de S. aureus SA1, n’a ainsi pu être mise en évidence,
confirmant ainsi l’hypothèse d’une inhibition exclusivement liée à la présence
d’acides organiques produits par les lactobacilles.
3.3.1.3 Cocultures en bouillon Brain Heart Infusion
Afin de valider les tests d’inhibition de la formation de biofilm et de l’ac-
tivité élastolytique, l’inhibition de la croissance de P. aeruginosa PAO1 en
99
Chapitre 3. Résultats
Table 3.3 – Résultats des essais d’inhibition en double couche de la crois-
sance de P. aeruginosa PAO1 par des lactobacilles.
Espèces
Dimensions des
stries de
lactobacilles
(mm)
Dimension des
zones
d’inhibition
Hauteur Largeur Hauteur Largeur
K.B4.7.3A L. casei 59 6 90 60
K.B6.3.1A L. brevis 53 5 90 90
K.C1.3.1C L. plantarum 51 6 90 90
K.C1.7.1A L. plantarum 50 7 90 64
K.C2.3.1B L. plantarum 46 6 90 90
K.C2.3.1D L. fermentum 50 6 90 54
K.C4.7.0A L. plantarum 53 6 90 90
K.C4.7.0C L. plantarum 57 6 90 90
K.C4.7.1A L. plantarum 49 6 90 78
K.C5.3.1B L. rhamnosus 57 5 90 90
K.C6.3.2G L. fermentum 58 5 90 75
K.C8.3.1I L. rhamnosus 51 5 69 58
K.V1.6.2 L. plantarum 52 6 90 90
K.V2.3.1D (2) L. plantarum 50 5 90 90
K.V2.3.2C L. plantarum 47 7 90 90
K.V2.7.1 (2) L. plantarum 51 6 90 90
K.V5.3.1G L. parabuchneri 51 5 80 69
K.V5.4.1A L. plantarum 55 6 90 76
K.V5.4.1B L. plantarum 56 6 90 71
K.V5.6.1C L. plantarum 56 6 90 78
K.V6.3.1H L. plantarum 45 6 90 90
K.V6.3.1J L. plantarum 50 6 90 90
K.V6.3.1K L. parabuchneri 44 3 90 90
M.C4.3.1E L. rhamnosus 48 5 90 78
M.C4’.4.3B L. rhamnosus 50 16 90 72
M.C5.3.1B L. rhamnosus 53 5 90 90
M.C5’.3.1C (1) L. plantarum 54 6 90 90
M.C5’.3.1D L. plantarum 49 6 90 90
M.C5’.6.1B L. plantarum 50 5 90 72
M.C5’.7.1B L. plantarum 49 6 90 90
M.V4.3.1F L. plantarum 52 6 90 78
M.V6.3.1F L. plantarum 28 7 90 90
Pi.C4’.3.1A L. rhamnosus 53 6 90 90
Pi.C5’3.2E L. plantarum 47 6 90 78
Pi.C6.3.1A L. rhamnosus 50 6 90 90
Pi.V4.3.1A L. plantarum 48 25 90 90
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Table 3.4 – Résultats des essais d’inhibition en double couche de la crois-
sance de S. aureus SA1 par des lactobacilles.
Espèces
Dimensions des
stries de
lactobacilles
(mm)
Dimension des
zones
d’inhibition
Hauteur Largeur Hauteur Largeur
K.B4.7.3A L. casei 50 6 65 36
K.B6.3.1A L. brevis 57 6 85 48
K.C1.3.1C L. plantarum 54 7 75 40
K.C1.7.1A L. plantarum 50 35 65 60
K.C2.3.1B L. plantarum 60 7 65 33
K.C2.3.1D L. fermentum 51 7 60 20
K.C4.7.0A L. plantarum 50 7 85 40
K.C4.7.0C L. plantarum 55 7 85 62
K.C4.7.1A L. plantarum 53 6 80 40
K.C5.3.1B L. rhamnosus 55 5 80 45
K.C6.3.2G L. fermentum 55 6 80 40
K.C8.3.1I L. rhamnosus 45 5 72 50
K.V1.6.2 L. plantarum 55 6 80 45
K.V2.3.1D (2) L. plantarum 49 5 67 33
K.V2.3.2C L. plantarum 52 7 83 57
K.V2.7.1 (2) L. plantarum 50 4 70 30
K.V5.3.1G L. parabuchneri 55 6 75 40
K.V5.4.1A L. plantarum 52 7 80 50
K.V5.4.1B L. plantarum 60 6 75 40
K.V5.6.1C L. plantarum 55 6 77 46
K.V6.3.1H L. plantarum 48 6 82 35
K.V6.3.1J L. plantarum 52 10 72 35
K.V6.3.1K L. parabuchneri 50 6 85 40
M.C4.3.1E L. rhamnosus 48 16 71 50
M.C4’.4.3B L. rhamnosus 53 6 75 40
M.C5.3.1B L. rhamnosus 55 5 75 31
M.C5’.3.1C (1) L. plantarum 50 10 70 35
M.C5’.3.1D L. plantarum 53 12 70 30
M.C5’.6.1B L. plantarum 51 7 75 40
M.C5’.7.1B L. plantarum 50 50 90 90
M.V4.3.1F L. plantarum 56 6 78 35
M.V6.3.1F L. plantarum 27 7 40 25
Pi.C4’.3.1A L. rhamnosus 50 6 73 35
Pi.C5’3.2E L. plantarum 47 10 67 35
Pi.C6.3.1A L. rhamnosus 59 6 67 50
Pi.V4.3.1A L. plantarum 48 6 68 22
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présence des lactobacilles a été testée dans les mêmes conditions de 7 et 22
heures de coculture, respectivement pour les souches inhibant la formation de
biofilm et l’activité élastolytique. Les lactobacilles n’ont pas inhibé de façon
significative la croissance de P. aeruginosa PAO1 après 7 ou 22 heures de
coculture en BHI à 37˚C. Après 7 heures de coculture, le pH moyen était
de 6,62 ± 0,07, contre 6,40 ± 0,31 après 22 heures de coculture. Le pH des
cultures de P. aeruginosa PAO1 seul étaient respectivement de 7,32 ± 0,04 et
6,90 ± 0,05 après 7 heures et 22 heures d’incubation, pour un pH initial du
BHI de 7,40.
3.3.2 E ets sur la production de biofilm
L’activité de 87 lactobacilles sur la formation de biofilm par P. aeruginosa
PAO1 a pu être mesurée en utilisant un protocole inspiré des travaux de Val-
dez et Peeters (Peeters et coll. 2008 ; Valdéz et coll. 2005). Parmi les 87
lactobacilles, 67 appartiennent à la collection d’isolats oraux et 20 à la col-
lection d’isolats laitiers. Cinq lactobacilles, tous d’origine buccale, ont inhibé
la formation de biofilm par P. aeruginosa PAO1 durant une co-incubation en
BHI, à 37˚C et pendant 7 heures (p < 0,05, fig. 3.3). Les quatre L. fermen-
tum ES.A.2, ES.F.115, ES.A.1a et ES.A.6a ont respectivement conduit à une
diminution de la quantité de biofilm formé de 5, 7, 12 et 12%, tandis que la
souche la plus active, L. paracasei ES.D.88, a entraîné une diminution de la
quantité de biofilm formé de 16%. Les résultats, exprimés en pourcentage, sont
les rapports entre les DO595 obtenues en présence et en absence de lactobacille.
3.3.3 E ets sur l’activité élastolytique
Les 87 lactobacilles précédemment testés pour leur capacité à inhiber la
formation de biofilm ont également été testés pour leurs e ets sur l’activité
élastolytique de P. aeruginosa PAO1. Cinq isolats ont démontré une activité
inhibitrice significative (p < 0,001, fig. 3.4). Après 22 heures de co-incubation,
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Figure 3.3 – Inhibition par les lactobacilles de la formation de biofilm par
P. aeruginosa PAO1. La formation de biofilm a été mesurée par densité op-
tique (595 nm) après 7 heures d’incubation en bouillon BHI (pH = 6,6 ± 0,1).
Les résultats présentés sont ceux des souches ayant démontré une capacité à
réduire la quantité de biofilm formé (*p < 0,05). Chaque résultat représente
la moyenne de 3 séries de 4 réplicats.
50%
60%
70%
80%
90%
100%
L. fermentum
K.C6.3.1D
L. fermentum
K.C6.3.1E
L. fermentum
K.V9.3.2B
L. fermentum
K.V9.3.2C
L. zeae Od.76 P. aeruginosa
PAO1
(contrôle)
Ac
tiv
ité
 é
la
st
ol
yt
iq
ue
 
Isolats 
* 
* 
* * * 
Figure 3.4 – Inhibition par les lactobacilles de l’activité élastolytique de
P. aeruginosa PAO1. L’activité élastolytique été mesurée par densité optique
(450 nm) après 22 heures d’incubation en bouillon BHI (pH = 6,4 ± 0,3).
Les résultats présentés sont ceux des souches ayant démontré une capacité à
réduire la quantité de biofilm formé (*p < 0,001). Chaque résultat représente
la moyenne de 3 séries d’essais
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L. fermentum K.C6.3.1D, K.V9.3.2B, K.V9.3.2C et K.C6.3.1E ont respecti-
vement inhibé l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 de 37 %, 38 %,
38 % et 47 %, tandis que L. zeae Od.76 a inhibé cette activité de 36 %. Les
résultats représentent les rapports entre les DO450 en présence et en absence
de lactobacille. Les 4 L. fermentum ont été isolés de laits crus tandis que le
L. zeae a été isolé de la cavité orale d’un volontaire sain.
3.4 Caractérisation des isolats actifs contre P. aeruginosa
PAO1
3.4.1 Clonalité
Parmi les 10 isolats ayant présenté une activité inhibitrice, les isolats L. fer-
mentum ES.A.1a, ES.A.2 et ES.A.6a, actifs contre la formation de biofilm,
appartenaient au même clone. Seuls 8 isolats sur 10 incluant la souche L. fer-
mentum ES.A.2 ont donc été conservés au cours des essais ultérieurs.
3.4.2 Identification
3.4.2.1 Séquençage
Le séquençage du gène codant l’ARNr 16S a permis de confirmer l’appar-
tenance des souches ES.A.2, ES.F.115, K.C6.3.1D, K.C6.3.1E, K.V9.3.2B et
K.V9.3.2C à l’espèce L. fermentum et de la souche ES.D.88 à l’espèce L. pa-
racasei. L’analyse de ce gène a permis de situer la souche Od.76 au sein du
groupe L. casei, sans pouvoir déterminer si elle appartenait à l’espèce L. casei
ou L. zeae. Le séquençage du gène rpoA a simplement confirmé ces résultats,
sans apporter plus d’information concernant la souche Od.76. Le séquençage
du gène pheS a d’une part permis de confirmer les identités des souches ES.A.2,
ES.D.88, ES.F.115, K.C6.3.1D, K.C6.3.1E, K.V9.3.2B et K.V9.3.2C et d’autre
part d’attribuer Od.76 à l’espèce L. zeae (table 3.6). Les séquences des gènes
ARNr 16S, rpoA et pheS ont été déposées dans la banque de données Genbank
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(table 3.7).
3.4.3 Croissance
La croissance des 8 lactobacilles présélectionnés a été étudiée dans du
bouillon MRS largement utilisé pour la croissance des lactobacilles ainsi que
dans une salive artificielle. Lors de la croissance en bouillon MRS, la phase
de latence a duré entre 1 et 4 heures quelle que soit la souche, hormis pour
L. fermentum ES.A.2 dont la phase de croissance exponentielle n’a débuté
qu’après 12 heures d’incubation à 37˚C (fig. 3.5). Les lactobacilles ont été
classés en deux groupes distincts : une fois la phase stationnaire atteinte, les
DO600 mesurées pour L. fermentum K.C6.3.1D et L. paracasei ES.D.88 sont
restées stables tandis que pour les 6 autres souches, une chute importante
des DO600 a été observée. Ces résultats ont mis en évidence l’existence d’un
mécanisme de floculation pour les souches L. fermentum ES.A.2, ES.F.115,
K.C6.3.1E, K.V9.3.2B, K.V9.3.2C et L. zeae Od.76.
Toutes les souches ont démontré une bonne capacité à survivre et à pousser
dans la salive artificielle. Après 48 heures d’incubation à 37˚C, les concen-
trations des 8 lactobacilles étaient comprises entre 1,8.106 et 9,3.107 ufc/ml
pour des concentrations initiales comprises entre 2,6.103 et 8,1.104 ufc/ml
(fig. 3.6). Quelles que soient les souches testées, aucune acidification signifi-
cative du milieu n’a été observée au cours des 12 premières heures de culture
(pH 7,14 ± 0,06). En revanche, après 24 heures d’incubation, des di érences
entre les pH ont été observées selon les souches testées (fig. 3.7). Ces der-
nières ont été réparties en deux groupes selon leur capacité d’acidification : les
souches du premier groupe (L. fermentum K.V9.3.2B, K.V9.3.2C, ES.A.2 et
ES.F.115 ainsi que L. paracasei ES.D.88) ont peu acidifié le milieu, diminuant
son pH de 0,65 ± 0,31 unités, tandis que les souches appartenant au second
groupe (L. fermentum K.C6.3.1D et K.C6.3.1E ainsi que L. zeae Od.76) ont
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Table 3.5 – Identification des 8 souches sélectionnées par spectrométrie de
masse de type MALDI-ToF et par galeries API 50 CHL.
Souche Spectrométrie de masse MALDI-ToF API 50 CHLIdentification Score Identification Score
ES.A.2 L. fermentum 1.916 L. fermentum 96.30%
ES.D.88 L. paracasei 2.458 L. paracasei 98.40%
ES.F.115 L. fermentum 2.210 L. fermentum 98.50%
Od.76
L. zeae 2.089
- * - *L. casei 2.043
K.C6.3.1D L. fermentum 2.180 L. fermentum 99.70%
K.C6.3.1E L. fermentum 2.109 L. fermentum 99.70%
K.V9.3.2B L. fermentum 2.163 L. fermentum 99.70%
K.V9.3.2C L. fermentum 2.223 L. fermentum 99.80%
* pas d’identification possible de L. zeae par la galerie API 50 CHL
Table 3.6 – Identification des 8 souches sélectionnées par séquençage des
gènes ARNr 16s, rpoA et pheS.
Souche ARNr 16S rpoA pheS
ES.A.2 L. fermentum L. fermentum L. fermentum
ES.D.88 groupe L. casei L. paracasei L. paracasei
ES.F.115 L. fermentum L. fermentum L. fermentum
Od.76 groupe L. casei L. zeae/casei L. zeae
K.C6.3.1D L. fermentum L. fermentum L. fermentum
K.C6.3.1E L. fermentum L. fermentum L. fermentum
K.V9.3.2B L. fermentum L. fermentum L. fermentum
K.V9.3.2C L. fermentum L. fermentum L. fermentum
Table 3.7 – Numéros d’accession Genbank des séquences ARNr 16S, rpoA
et pheS.
Souche ARNr 16S rpoA pheS
ES.A.2 [KC762296] [KC861367] -
ES.D.88 [KC762297] [KC861369] -
ES.F.115 [KC762298] [KC861368] -
Od.76 [KC762299] [KC861370] [KJ402364]
K.C6.3.1D [KC762300] [KC861371] -
K.C6.3.1E [KC762301] [KC861372] -
K.V9.3.2B [KC762302] [KC861373] -
K.V9.3.2C [KC762303] [KC861374] -
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induit une acidification plus importante de l’ordre de 2,45 ± 0,30 unités de
pH. Après 48 heures d’incubation, les deux lactobacilles hétérofermentaires fa-
cultatifs L. paracasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 étaient ceux ayant entraîné
l’acidification la plus importante (diminution du pH de 3,28 ± 0,36 unités).
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P. aeruginosa PAO1
3.4.4 Antibiorésistances
Les profils de résistances aux antibiotiques des souches de lactobacilles
ont été établis en fonction des recommandations de l’EFSA (European Food
Safety Authority) (Bories et coll. 2008). Aucune des souches de lactobacilles
n’a démontré de résistance autre que celle à la Vancomycine, propre au genre
Lactobacillus.
3.5 E ets des lactobacilles dans un modèle cellulaire d’infec-
tion à P. aeruginosa PAO1
Parmi les 8 souches sélectionnées lors du criblage, L. paracasei ES.D.88,
L. zeae Od.76 et L. fermentum K.C6.3.1E ont été retenues et utilisées en mé-
lange afin d’étudier d’une part leur inocuité pour les cellules et d’autre part
leur capacité éventuelle à protéger les cellules A549 (lignée de pneumocytes de
type II) de la cytotoxicité exercée par P. aeruginosa PAO1 ainsi que leurs ef-
fets sur la sécrétion des cytokines IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a (section 2.6). Les
cellules ont été co-infectées par le mélange de lactobacilles et par P. aeruginosa
PAO1 puis incubées pendant 4 heures à 37˚C en atmosphère modifiée (5 %
CO2). Après co-incubation de P. aeruginosa PAO1 avec le mélange de lacto-
bacilles dans du DMEM, les concentrations de P. aeruginosa PAO1 étaient les
mêmes qu’en l’absence des lactobacilles (respectivement 2,8.106 et 3,1.106 ufc
par puits), témoignant de l’absence d’e et bactéricide des lactobacilles sur
P. aeruginosa PAO1 dans les conditions des tests cellulaires. Après traitement
par la gentamicine, aucune bactérie n’était détectée dans le DMEM.
3.5.1 E ets des bactéries sur la viabilité des cellules A549
Les pourcentages de viabilité ont été exprimés par rapport aux résultats du
groupe Ctrl. La viabilité des cellules A549 du groupe Lb (4 heures d’incuba-
tion, MOI = 250) était de 112 % (p = 0,044 ), signe de l’absence de cytotoxicité
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Figure 3.6 – Mesure de la croissance des lactobacilles dans une salive arti-
ficielle par dénombrements sur gélose MRS. Moyennes de triplicats.
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des lactobacilles pour les cellules. Concernant le groupe PAO1, la viabilité des
cellules A549 était de 23 % (fig. 3.8), démontrant la cytotoxicité de P. aeru-
ginosa PAO1 vis-à-vis des cellules. La viabilité des cellules était de 75 % pour
le groupe LbPAO1. En présence des lactobacilles, la viabilité des cellules était
en partie restaurée par rapport au groupe PAO1 (p < 0,001) sans toutefois
atteindre la viabilité observée pour le groupe Ctrl (p < 0,001).
3.5.2 E ets des bactéries sur la sécrétion de cytokines
Les lactobacilles et P. aeruginosa PAO1 seuls ont augmenté la production
d’IL-6 par les cellules par rapport au groupe Ctrl (fig. 3.9). Les concentrations
dans les surnageants étaient respectivement de 27,6 ± 6,5, de 60,5 ± 12,0
(p = 0,04) et de de 68,4 ± 8,3 pg/ml (p = 0,03) pour les groupes Ctrl, Lb
et PAO1. En présence à la fois des lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1, la
concentration en IL-6 était également augmentée et était de 84,5 ± 10,3 pg/ml
(p < 0,001).
Il n’y a pas eu de di érence significative de production d’IL-8 entre les
groupes Ctrl et Lb (fig. 3.10). Les concentrations dans les surnageants étaient
respectivement de 1731 ± 237 et de 2317 ± 215 pg/ml (p = 0,1) pour les
groupes Ctrl et Lb. P. aeruginosa PAO1 a augmenté la production d’IL-8
par les cellules A549. La concentration moyenne dans les surnageants était de
3526 ± 284 pg/ml pour le groupe PAO1 (p < 0,001). En présence des lacto-
bacilles et de P. aeruginosa PAO1 (LbPAO1), la concentration en IL-8 était
également augmentée et était de 3155 ± 194 pg/ml (p = 0,001). La présence
des lactobacilles n’a pas permis d’inhiber l’augmentation de la concentration
en IL-8 due à P. aeruginosa PAO1 (p =0,4).
Les concentrations en IL-10 dans les surnageants des cultures des cel-
lules A549 étaient faibles et toutes inférieures à 7 pg/ml lors des 48 me-
sures (fig. 3.11). Aucune di érence n’a été observée entre les groupes Ctrl, Lb
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Figure 3.8 – Viabilité des cellules A549 après 4 heures d’incubation en ab-
sence de bactéries (Ctrl), en présence du mélange des 3 lactobacilles L. fer-
mentum K.C6.3.1E, L. paracasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 (Lb), en présence
de P. aeruginosa PAO1 (PAO1) ou en présence du mélange de lactobacilles et
de P. aeruginosa PAO1 (LbPAO1). Le pourcentage de viabilité est exprimé
en fonction du groupe contrôle. n = 12. *** p <0,001.
(p = 0,65) et PAO1 (p = 0,17), qui présentaient respectivement des concen-
trations en IL-10 de 0,2 ± 0,5, 0,1 ± 0,5 et 0,0 ± 0,7 pg/ml. La concentration
en IL-10 (2,6 ± 1,3) pour le groupe LbPAO1 était augmentée (p = 0,01) par
rapport au groupe Ctrl.
Concernant la sécrétion de TNF-a, les résultats des 4 groupes étaient iden-
tiques (fig. 3.12). Les concentrations dans les surnageants étaient respective-
ment de 441 ± 18, 604 ± 66, 510 ± 77 et 535 ± 54 pg/ml pour les groupes
Ctrl, Lb, PAO1 et LbPAO1. Ni les lactobacilles ni P. aeruginosa PAO1 n’ont
eu une quelconque activité sur la production de TNF-a par les cellules A549.
112
3.5. E ets des lactobacilles dans un modèle cellulaire d’infection à
P. aeruginosa PAO1
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
Ctrl Lb PAO1 LbPAO1
Co
nc
en
tr
at
io
ns
 e
n 
IL
-6
 d
an
s l
es
 su
rn
ag
ea
nt
s d
e 
cu
ltu
re
 (p
g/
m
l) 
*** 
* 
* 
Figure 3.9 – Concentrations en IL-6 dans les surnageants de culture des
cellules A549 après 4 heures d’incubation en absence de bactéries (Ctrl),
en présence du mélange des 3 lactobacilles L. fermentum K.C6.3.1E, L. pa-
racasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 (Lb), en présence de P. aeruginosa PAO1
(PAO1) ou en présence du mélange de lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1
(LbPAO1). n = 12. * p < 0,05, *** p < 0,001.
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Figure 3.10 – Concentrations en IL-8 dans les surnageants de culture des
cellules A549 après 4 heures d’incubation en absence de bactéries (Ctrl),
en présence du mélange des 3 lactobacilles L. fermentum K.C6.3.1E, L. pa-
racasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 (Lb), en présence de P. aeruginosa PAO1
(PAO1) ou en présence du mélange de lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1
(LbPAO1). n = 12. *** p < 0,001.
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Figure 3.11 – Concentrations en IL-10 dans les surnageants de culture des
cellules A549 après 4 heures d’incubation en absence de bactéries (Ctrl),
en présence du mélange des 3 lactobacilles L. fermentum K.C6.3.1E, L. pa-
racasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 (Lb), en présence de P. aeruginosa PAO1
(PAO1) ou en présence du mélange de lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1
(LbPAO1). n = 12. * p < 0,05.
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Figure 3.12 – Concentrations en TNF-a dans les surnageants de culture
des cellules A549 après 4 heures d’incubation en absence de bactéries (Ctrl),
en présence du mélange des 3 lactobacilles L. fermentum K.C6.3.1E, L. pa-
racasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 (Lb), en présence de P. aeruginosa PAO1
(PAO1) ou en présence du mélange de lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1
(LbPAO1). n = 12. * p < 0,05.
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3.6 E ets des lactobacilles dans un modèle murin de pneumo-
nie à P. aeruginosa PAO1
Afin de vérifier la pertinence de la stratégie de criblage in vitro, les e ets
de l’administration intratrachéale et prophylactique du mélange des 3 lacto-
bacilles L. paracasei ES.D.88, L. zeae Od.76 et L. fermentum K.C6.3.1E ont
été étudiés dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1. Deux
séries d’expérimentations ont été menées, reposant sur deux stratégies prophy-
lactiques di érentes : le premier essai comportait une seule administration de
lactobacilles 18 heures avant l’infection des animaux par P. aeruginosa PAO1.
Le deuxième essai comportait deux administrations de lactobacilles respecti-
vement 42 et 18 heures avant l’infection par P. aeruginosa PAO1.
3.6.1 Prophylaxie avec une administration de lactobacilles
3.6.1.1 Charges bactériennes pulmonaires
Lors de ce premier essai reposant sur une seule administration intratra-
chéale prophylactique du mélange de lactobacilles, 1,4.107 ufc de lactobacilles
et 5,5.105 ufc de P. aeruginosa PAO1 ont été instillées aux souris. Quatre
heures après l’instillation de P. aeruginosa PAO1, les charges en P. aeruginosa
PAO1 dans les broyats pulmonaires étaient respectivement de 1,2 ± 0,5.106 et
3,1 ± 0,2.104 ufc pour les groupes PAO1 et LbPAO1 (p = 0,026, fig. 3.13).
La charge pulmonaire en P. aeruginosa PAO1 était ainsi inférieure dans le
groupe LbPAO1. Concernant les lactobacilles, leurs concentrations étaient res-
pectivement de 4,5 ± 2,8.104 et 6,1 ± 2,9.104 ufc par paire de poumons pour
les groupes Lb et LbPAO1 (p = 0,814, fig. 3.14). P. aeruginosa PAO1 n’a eu
aucun e et sur la persistance des lactobacilles au niveau pulmonaire.
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Figure 3.13 – Concentrations pulmonaires de P. aeruginosa PAO1 4 heures
après l’infection dans le cas d’une prophylaxie comportant une administration
de lactobacilles 18 heures avant l’infection. Groupe PAO1 : P. aeruginosa
PAO1, n=3 ; Groupe LbPAO1 : lactobacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=5.
* p <0,05.
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Figure 3.14 – Concentrations pulmonaires des lactobacilles 4 heures après
instillation de sérum salé isotonique ou de P. aeruginosa PAO1 dans le cas
d’une prophylaxie comportant une administration de lactobacilles 18 heures
avant l’infection. Groupe Lb : lactobacilles, n=2 ; Groupe LbPAO1 : lacto-
bacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=4. NS : non significatif.
116
3.6. E ets des lactobacilles dans un modèle murin de pneumonie à
P. aeruginosa PAO1
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
Co
nc
en
tr
at
io
n 
en
 IL
-6
 d
an
s l
es
 L
BA
 (n
g/
m
l) 
Groupe PAO1 Groupe Lb Groupe LbPAO1 Groupe Ctrl 
** 
Figure 3.15 – Concentrations en IL-6 dans les lavages broncho-alvéolaires
murins 4 heures après l’instillation de P. aeruginosa PAO1 dans le cas d’une
prophylaxie comportant une administration de lactobacilles 18 heures avant
l’infection. Ctrl : sérum physiologique seul, n=5 ; PAO1 : P. aeruginosa
PAO1, n=6 ; Lb : lactobacilles, n=5 ; LbPAO1 : lactobacilles puis P. ae-
ruginosa PAO1, n=4. **p<0,01.
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Figure 3.16 – Concentrations en TNF-a dans les lavages broncho-alvéolaires
murins 4 heures après l’instillation de P. aeruginosa PAO1 dans le cas d’une
prophylaxie comportant une administration de lactobacilles 18 heures avant
l’infection. Ctrl : sérum physiologique seul, n=5 ; PAO1 : P. aeruginosa
PAO1, n=6 ; Lb : lactobacilles, n=5 ; LbPAO1 : lactobacilles puis P. ae-
ruginosa PAO1, n=4. **p<0,01.
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3.6.1.2 Dosage des cytokines dans les lavages broncho-alvéolaires
Les concentrations en IL-6 dans les LBA étaient respectivement de 0,2 ± 0,1,
14,9 ± 0,7, 0,1 ± 0,0 et 6,7 ± 1,8 ng/ml pour les groupes Ctrl, PAO1, Lb et
LbPAO1 (fig. 3.15). La production d’IL-6 était réduite lors d’une administra-
tion prophylactique du mélange de lactobacilles chez les souris ensuite infectées
par P. aeruginosa PAO1 par rapport aux souris infectées n’ayant pas reçu les
lactobacilles (p = 0,009). Les concentrations en TNF-a étaient respectivement
de 0,01 ± 0,01, 7,5 ± 0,3, 0,3 ± 0,1 et 4,2 ± 0,8 ng/ml pour les groupes Ctrl,
PAO1, Lb et LbPAO1 (fig. 3.16). La production de TNF-a était réduite lors
de l’administration du mélange de lactobacilles chez les souris ensuite infectées
par P. aeruginosa PAO1 par rapport aux souris infectées n’ayant pas reçu les
lactobacilles (p = 0,009). Les concentrations en IL-10 étaient faibles, toutes
inférieures à 60 pg/ml. Aucune di érence significative n’a été détectée entre
les groupes Ctrl, Lb, PAO1 et LbPAO1. Globalement, l’administration prophy-
lactique de lactobacilles 18 heures avant l’infection par P. aeruginosa PAO1 a
permis de réduire les e ets pro-inflammatoires du pathogène en réduisant la
sécrétion d’IL-6 et de TNF-a dans les poumons des souris.
3.6.2 Prophylaxie avec deux administrations de lactobacilles
3.6.2.1 Charges bactériennes pulmonaires
Lors de ce deuxième essai reposant sur deux administrations intratrachéales
prophylactiques du mélange de lactobacilles, 6,20.106 et 6,25.106 ufc de lacto-
bacilles ont été instillées respectivement 42 et 18 heures avant l’instillation
de 1,2.106 ufc de P. aeruginosa PAO1 aux souris. Quatre heures après l’ins-
tillation de P. aeruginosa PAO1, les charges en P. aeruginosa PAO1 dans les
broyats pulmonaires étaient respectivement de 3,7 ± 1,5.106 et 3,0 ± 0,6.104 ufc
pour les groupes PAO1 et LbPAO1 (p = 0,177, fig. 3.17). Contrairement aux
résultats obtenus lors de la prophylaxie avec une seule administration de lac-
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Figure 3.17 – Concentrations pulmonaires de P. aeruginosa PAO1 4 heures
après l’instillation de P. aeruginosa PAO1 dans le cas d’une prophylaxie
comportant deux administrations de lactobacilles 42 et 18 heures avant l’in-
fection. Groupe PAO1 : P. aeruginosa PAO1, n=5 ; Groupe LbPAO1 : lac-
tobacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=3. NS : non significatif.
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Figure 3.18 – Concentrations pulmonaires des lactobacilles 4 heures après
l’instillation de sérum salé isotonique ou de P. aeruginosa PAO1 dans le cas
d’une prophylaxie comportant deux administrations de lactobacilles 42 et 18
heures avant l’infection. Groupe Lb : lactobacilles, n=5 ; Groupe LbPAO1 :
lactobacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=5. NS : non significatif.
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tobacilles, la charge pulmonaire en P. aeruginosa PAO1 n’était pas significati-
vement diminuée après deux administrations prophylactiques de lactobacilles.
Concernant les lactobacilles, leurs concentrations étaient respectivement de
2,4 ± 0,6.104 et de 9,1 ± 0,9.103 ufc par paire de poumons pour les groupes Lb
et LbPAO1 (p = 0,087, fig. 3.18). P. aeruginosa PAO1 n’a ainsi pas plus eu
d’e et sur la persistence pulmonaire des lactobacilles que lors de la première
série d’expérimentations.
3.6.2.2 Dosage des cytokines dans les lavages broncho-alvéolaires
Les concentrations en IL-6 dans les LBA étaient respectivement de 0,2 ± 0,1,
10,3 ± 1,5, 0,3 ± 0,1 et 9,3 ± 2,6 ng/ml pour les groupes Ctrl, PAO1, Lb et
LbPAO1 (fig. 3.15). La production d’IL-6 était inchangée lors de l’adminis-
tration du mélange de lactobacilles chez les souris ensuite infectées par P. ae-
ruginosa PAO1 par rapport aux souris infectées n’ayant pas reçu les lacto-
bacilles (p = 0,937). Les concentrations en TNF-a étaient respectivement de
0,01 ± 0,01, 7,2 ± 0,4, 0,4 ± 0,1 et 4,0 ± 1,1 ng/ml pour les groupes Ctrl,
PAO1, Lb et LbPAO1 (fig. 3.16). La production de TNF-a était réduite lors
de l’administration du mélange de lactobacilles chez les souris ensuite infectées
par P. aeruginosa PAO1 par rapport aux souris infectées n’ayant pas reçu les
lactobacilles (p = 0,041). Les concentrations en IL-10 étaient faibles, toutes
inférieures à 70 pg/ml. Aucune di érence significative n’a été détectée entre
les groupes Ctrl, Lb, PAO1 et LbPAO1.
Globalement, l’administration prophylactique de lactobacilles 42 et 18 heures
avant l’infection par P. aeruginosa PAO1 a permis de réduire l’activité pro-
inflammatoire du pathogène en réduisant la sécrétion de TNF-a dans les pou-
mons des souris. Cette réduction de l’inflammation était moins importante
que lors de la prophylaxie comportant une seule administration de lactoba-
cilles puisque les concentrations en IL-6 étaient identiques pour les groupes
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Figure 3.19 – Concentrations en IL-6 dans les lavages broncho-alvéolaires
murins 4 heures après l’infection dans le cas d’une prophylaxie comportant
deux administrations de lactobacilles 42 et 18 heures avant l’infection. Ctrl :
sérum physiologique, n=5 ; PAO1 : P. aeruginosa PAO1, n=6 ; Lb : lacto-
bacilles, n=5 ; LbPAO1 : lactobacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=6. NS :
non significatif.
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Figure 3.20 – Concentrations en TNF-a dans les lavages broncho-alvéolaires
murins 4heures après l’infection dans le cas d’une prophylaxie comportant
deux administrations de lactobacilles 42 et 18 heures avant l’infection. Ctrl :
sérum physiologique seul, n=5 ; PAO1 : P. aeruginosa PAO1 seul, n=6 ; Lb-
PAO1 : lactobacilles puis P. aeruginosa PAO1, n=5 . *p<0,05.
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PAO1 et LbPAO1.
Lors des 2 expérimentations, une diminution de la concentration pulmo-
naire de P. aeruginosa PAO1 chez les animaux ayant reçu les 3 lactobacilles
par rapport à ceux n’ayant pas reçu les lactobacilles a été observée, bien que
cette di érence n’ait été significative que lors de la première série d’expéri-
mentations. Chez les souris infectés par P. aeruginosa PAO1 et ayant reçu une
ou deux doses prophylactiques du mélange de lactobacilles, la production de
TNF-a était réduite par rapport aux souris n’ayant pas reçu les lactobacilles.
La sécrétion d’IL-6 n’était réduite qu’après une seule administration de lacto-
bacilles chez les sours infectées. Après deux administrations de lactobacilles,
les concentrations pulmonaires en IL-6 chez les souris infectées étaient équiva-
lentes à celles observées chez les animaux n’ayant pas reçu les lactobacilles.
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Discussion
P. aeruginosa est un pathogène opportuniste chez les patients particu-
lièrement vulnérables. C’est l’une des principales causes de pneumonies no-
socomiales, notamment chez les patients sous ventilation mécanique où ces
infections aboutissent à une augmentation de la mortalité (Crouch Bre-
wer et coll. 1996 ; Fujitani et coll. 2011). L’inflammation causée par les
infections chroniques à P. aeruginosa est également responsable d’une aug-
mentation de la morbidité et de la mortalité chez les patients atteints de la
mucoviscidose (Lyczak et coll. 2002). Les fréquences élevées, leur sévérité et
les résistances aux traitements antibiotiques qui caractérisent les infections à
P. aeruginosa mettent en évidence la nécessité de développer de nouvelles thé-
rapies. Di érents essais portant sur l’utilisation de probiotiques dans le cadre
des pneumonies à P. aeruginosa ont été menés, avec des résultats divergents
(Alexandre et coll. 2013). Les lactobacilles sont des bactéries majoritaire-
ment non-pathogènes et fortement associées au microbiote humain, souvent
utilisées comme probiotiques. Leurs e ets en tant que probiotiques sont divers
et dépendent des souches employées : activité anti-bactérienne, renforcement de
l’e et barrière des épithéliums, stimulation du système immunitaire (Petrof
2009). En raison de ces e ets souche-dépendants, il est important de sélec-
tionner les lactobacilles à utiliser pour une application particulière en fonction
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de critères les plus objectifs possibles : l’un des problèmes rencontré lors de
l’analyse des articles parus sur le sujet est parfois le manque de justification
concernant le choix des souches utilisées. Quelques souches de lactobacilles
(L. rhamnosus GG, L. plantarum 299, L. paracasei, L. casei, L. acidophilus)
ont déjà été testées contre les pneumonies à P. aeruginosa avec plus ou moins
de succès dans le cadre des pneumonies acquises sous ventilation mécanique
(Barraud et coll. 2010 ; Siempos et coll. 2010). Les souches ainsi testées
(section 1.6.3.2) n’avaient été sélectionnées ni pour leurs activités spécifiques
contre P. aeruginosa ni pour leur adaptation particulière à l’écosystème respi-
ratoire.
L’objectif principal de ce travail était de cribler et tester la capacité de
lactobacilles isolés de cavités orales d’individus sains et de laits crus à réduire
les dommages causés par une infection pulmonaire à P. aeruginosa PAO1 dans
un modèle murin. Des lactobacilles ont d’abord été isolés des cavités orales de
volontaires sains. Ces isolats et quelques souches isolées de laits crus ont été
testés contre la formation de biofilm et l’activité élastolytique de P. aerugi-
nosa PAO1. Les isolats les plus intéressants ont été caractérisés (identification,
croissance en salive artificielle, antibiorésistances). Parmi les souches retenues,
trois ont été testées en mélanges dans un modèle cellulaire d’infection à P. ae-
ruginosa PAO1 puis dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa
PAO1.
4.1 Isolement de lactobacilles oraux
Lors de cette étude, 188 isolats appartenant à 12 espèces di érentes de
lactobacilles ont été recouvrés des cavités orales de 23 volontaires sains. La
diversité des lactobacilles isolés de cavités orales humaines est généralement
importante et ces 12 espèces sont communément rencontrées chez les individus
sains (Ahrné et coll. 1998 ; Colloca et coll. 2008 ; Dal Bello et coll. 2006 ;
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Dewhirst et coll. 2010 ; Maukonen et coll. 2008 ; Teanpaisan et coll. 2006).
Les trois espèces majoritaires identifiées lors de l’étude de Dewhirst et coll.
étaient L. paracasei, L. vaginalis et L. fermentum, comprenant respectivement
21, 17 et 12% des isolats identifiés. Lors de notre travail, les trois espèces
majoritaires étaient L. fermentum, L. paracasei et L. salivarius, comportant
respectivement 43, 19 et 12 % des isolats. Ce parallèle entre les deux travaux est
à pondérer pour plusieurs raisons : nous avons travaillé sur un nombre restreint
d’échantillons, obtenus uniquement chez des individus sains. Les prélèvements
ont été e ectués grâce à des écouvillons qui ne permettaient pas de réaliser des
échantillonnages très localisés, au niveau du sulcus gingival par exemple. De
plus, certains isolats obtenus chez un même individu sont probablement des
clones, ce qui tempère l’interprétation de ces résultats en terme de répartition
des lactobacilles au sein des diverses espèces. Malgré tout, ce travail nous a
permis de constater d’une part la présence de lactobacilles dans la cavité orale
d’individus sains et surtout de constater une diversité non négligeable au sein
de cette population bactérienne. L’origine alimentaire de certains lactobacilles
oraux ayant été suggérée (Caufield et coll. 2007), des souches de lactobacilles
isolées de laits crus ont été incluses dans les souches testées.
4.2 Criblage in vitro
La première stratégie de criblage reposait sur la capacité des lactobacilles à
inhiber la croissance de P. aeruginosa PAO1, une souche souvent prise comme
modèle et au génome entièrement séquencé. Les premiers essais en double
couche et en puits ont mis en évidence le fait que tous les lactobacilles testés
inhibaient cette croissance, nous poussant à nous interroger sur un éventuel
e et générique propre à tous les lactobacilles, et non souche-dépendant. Lors
de cette étude, il a ainsi été démontré que P. aeruginosa PAO1 était particu-
lièrement sensible aux pH acides et à l’acide acétique, cette sensibilité étant
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dose-dépendante. Ainsi, à pH 4 ou 5, la croissance de P. aeruginosa PAO1
était complètement inhibée pour des concentrations supérieures à 25 mM. À
pH 6, une concentration en acide acétique supérieure à 50 mM était nécessaire
afin d’observer les mêmes résultats. En raison de cette sensibilité, une autre
stratégie de criblage des lactobacilles a été mise en œuvre afin de chercher
des mécanismes d’inhibition ne faisant pas intervenir la production d’acides,
commune à tous les lactobacilles. Nous avons choisi de tester les e ets des lac-
tobacilles contre la production de biofilm et l’activité élastolytique de P. aeru-
ginosa PAO1. Ce sont en e et deux des facteurs de virulence de P. aeruginosa,
la formation de biofilm étant indispensable à la colonisation des poumons et
l’activité élastolytique étant une cause importante de destruction des tissus
pulmonaires. Les di érents essais nécessitant des cocultures ont été réalisés
dans du bouillon BHI (2 g/l de glucose) afin de limiter la production d’acides
par les lactobacilles. Cette stratégie nous a permis de distinguer les e ets pure-
ment acides des autres mécanismes impliqués dans la réduction de la virulence
de P. aeruginosa PAO1. Les lactobacilles testés ont été sélectionnés parmi les
isolats oraux (n = 67) ainsi qu’au sein de la collection d’isolats laitiers (n = 20)
du LUBEM.
Le criblage de ces deux collections a abouti à la sélection de 5 isolats ac-
tifs contre la production de biofilm ainsi que de 5 isolats inhibant l’activité
élastolytique de P. aeruginosa PAO1. Les 5 lactobacilles actifs contre la for-
mation de biofilm ont été isolés dans la bouche de volontaires sains tandis que
4 des 5 lactobacilles inhibiteurs de l’activité élastolytique ont été isolés de laits
crus. Des cocultures des lactobacilles sélectionnés et de P. aeruginosa PAO1,
dans les conditions utilisées lors des tests d’inhibition, ont permis de confirmer
l’absence d’e et sur la croissance du pathogène ainsi que l’absence d’acidifica-
tion significative du milieu. Ceci combiné au faible nombre de souches actives
semblent indiquer l’existence de mécanismes inhibiteurs ne faisant pas inter-
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venir la production d’acides.
Un typage par PFGE a permis de mettre en évidence l’existence d’une
clonalité entre les 3 isolats L. fermentum ES.A.1a, ES.A.2 et ES.A.6a, actifs
contre la formation de biofilm. Tous les lactobacilles retenus ont été identi-
fiés au niveau de l’espèce grâce à une approche polyphasique combinant des
méthodes phénotypiques (MALDI-ToF, API 50 CHL) et moléculaires (séquen-
çages des gènes rpoA, pheS et ARNr 16S). À l’exception des souches L. pa-
racasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 qui sont des hétérofermentaires facultatifs,
toutes les souches ayant démontré une inhibition de la production de biofilm
ou de l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 appartiennent à l’espèce
L. fermentum et sont ainsi des hétérofermentaires obligatoires, donc produc-
teurs à la fois des acides lactique et acétique par fermentation du glucose. Il
a déjà été démontré que ces acides, et en particulier l’acide acétique, exercent
une activité antibactérienne (Alakomi et coll. 2000).
La formation de biofilm et la production d’élastase sont deux facteurs
de virulence importants chez P. aeruginosa. Il est intéressant de noter que,
parmi les 8 souches actives contre l’activité élastolytique ou la formation
de biofilm, les 4 souches de L. fermentum isolées des laits crus (K.C6.1.D,
K.C6.3.1E, K.V9.3.2B et K.V9.3.2C) ont uniquement inhibé l’activité élas-
tolytique de P. aeruginosa PAO1, tandis que les 2 L. fermentum humains
(ES.A.2, ES.F.115) ont uniquement inhibé la formation de biofilm. Les deux
autres souches isolées de cavités orales, L. zeae Od.76 et L. paracasei ES.D.88,
ont quant à elles respectivement inhibé la formation de biofilm et l’activité
élastolytique de P. aeruginosa PAO1. Il a été démontré que l’élastase détrui-
sait les jonctions serrées de l’épithélium respiratoire, augmentant de fait leur
perméabilité et la sécrétion d’IL-8 tout en réduisant la réponse immunitaire de
l’hôte (Azghani et coll. 2000 ; Kon et coll. 1999). Dans un travail précédent,
il a également été démontré que l’activité élastolytique de P. aeruginosa était
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positivement corrélée aux dégâts infligés aux poumons lors d’une infection (Le
Berre et coll. 2011). En 2000, Rumbaugh et coll. ont démontré que l’activité
élastolytique et la formation de biofilm étaient sous le contrôle du quorum-
sensing de P. aeruginosa (Rumbaugh et coll. 2000). Il se pourrait donc que
les lactobacilles puissent inhiber ce quorum-sensing, soit en produisant des mo-
lécules antagonistes des acyl homosérines lactones, soit en inhibant les facteurs
de régulation des gènes lasI ou lasR (Smith et coll. 2003). De plus, l’utilisa-
tion d’un milieu de culture pauvre en sucre (BHI) afin de limiter la production
d’acide ainsi que le faible nombre de souches actives contre la formation de bio-
film ou contre l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 nous permettent
de penser que des mécanismes autres que la production d’acides organiques ont
été impliqués. Des études ont ainsi démontré la capacité de certaines bactéries
à inhiber la formation de biofilm par des mécanismes ne reposant pas sur des
activés bactéricides (Dheilly et coll. 2010 ; Valle et coll. 2006). Valle et coll.
ont par exemple observé que le surnageant de culture de E. coli CFT073 inhi-
bait de façon significative la quantité de biofilm formé par P. aeruginosa PAK.
Les auteurs de cette étude ont notamment démontré que E. coli CFT073 était
capable de libérer sa capsule polysaccharidique et que cette dernière interfé-
rait avec la formation de biofilm par di érents pathogènes dont P. aeruginosa
PAK. Dheilly et coll. ont également constaté que la formation de biofilm par
P. aeruginosa PAO1 Y F P était réduite en présence du surnageant de culture
de Pseudoalteromonas sp. 3J6 : le biovolume ainsi que l’épaisseur de ce biofilm
étaient ainsi respectivement réduits 3 et 5 fois. Il sera ainsi nécessaire d’étu-
dier plus précisément les mécanismes permettant aux lactobacilles sélectionnés
lors de ce travail d’inhiber la formation de biofilm et l’activité élastolytique de
P. aeruginosa PAO1 et éventuellement de vérifier leur activité contre un plus
grand nombre de souches de P. aeruginosa.
Les activités antagonistes des bactéries probiotiques nécessitent une cer-
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taine capacité à survivre et/ou à se multiplier dans l’écosystème ciblé. Toutes
les souches actives contre la formation de biofilm ou l’activité élastolytique de
P. aeruginosa PAO1 ont ainsi démontré une bonne capacité à se multiplier
dans une salive artificielle, ce qui peut-être une bonne indication concernant
leur capacité à survivre dans un environnement oropharyngé. Toutefois, cer-
tains travaux ont mis en évidence le risque que certains probiotiques soient
impliqués dans le développement de caries (Montalto et coll. 2004). Afin de
réduire ce risque, il pourrait être préférable d’utiliser des souches peu acidi-
fiantes telles que L. fermentum K.V9.3.2B et K.V9.3.2C, inhibitrices de l’acti-
vité élastolytique de P. aeruginosa PAO1, ou les souches L. fermentum ES.A.2
et ES.F.115, actives contre le biofilm, plutôt que des souches plus acidifiantes
telles que L. zeae Od.76 ou L. paracasei ES.D.88. Cependant, et étant donné la
grande sensibilité de P. aeruginosa PAO1 à la production d’acides organiques,
ces deux souches pourraient être utilisées, en assurant éventuellement un suivi
de l’état bucco-dentaire des patients traités.
Lors de l’utilisation de probiotiques chez l’Homme, il est important de s’as-
surer que les souches employées ne puissent transmettre de gènes de résistances
aux antibiotiques aux micro-organismes constituant les microbiotes oraux ou
gastro-intestinaux. Ainsi, aucune des souches sélectionnées lors de ce travail
n’a présenté de résistance autre que celle à la vancomycine, intrinsèque à la
plupart des lactobacilles (Danielsen et coll. 2003).
4.3 E ets des lactobacilles dans un modèle cellulaire d’infec-
tion à P. aeruginosa PAO1
4.3.1 Modèle cellulaire d’infection à P. aeruginosa PAO1
Nous avons choisi de mélanger trois lactobacilles parmi les 8 préselection-
nés in vitro et de tester leurs e ets dans un modèle d’infection des cellules
pulmonaires A549 par P. aeruginosa PAO1. La souche L. paracasei ES.D.88
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était la plus active contre la formation de biofilm par P. aeruginosa PAO1 et
L. fermentum K.C6.3.1E inhibait le plus fortement l’activité élastolytique de
P. aeruginosa PAO1. Afin de diversifier la nature du mélange de lactobacilles,
nous y avons intégré L. zeae Od.76. Cette diversité taxonomique pourrait per-
mettre d’augmenter la diversité des métabolismes en jeu au sein du mélange
et ainsi favoriser la colonisation de l’écosystème respiratoire par le mélange de
lactobacilles. De plus, ces 3 souches sont celles ayant présenté les acidifications
les plus importantes après 24 heures de croissance dans une salive artificielle.
Très peu de travaux ont porté sur l’étude des interactions entre lactobacilles
et cellules respiratoires. De fait, nos expériences ont été construites en adaptant
des travaux portant sur l’écosystème digestif.
Notre premier choix portait sur l’utilisation de cellules 16HBE 14o-, une li-
gnée de cellules bronchiques ; devant l’impossibilité de détecter une cytotoxixité
de P. aeruginosa PAO1 dans ce modèle, nous avons choisi d’utiliser les cellules
A549, une lignée de pneumocytes de type II. Plusieurs expérimentations ont
été menées afin de sélectionner la meilleure durée d’incubation. Celle-ci devait
être assez longue pour permettre à P. aeruginosa PAO1 d’exercer sa cytotoxi-
cité, mais su sament courte pour éviter qu’une acidification trop importante
du milieu par les lactobacilles n’ait d’e ets sur la viabilité des cellules et de
P. aeruginosa PAO1. La durée d’incubation des cellules en présence des lac-
tobacilles et de P. aeruginosa PAO1 a été fixée à 4 heures (Ader et coll.
2005 ; Wang et coll. 2013). L’inoculation des lactobacilles ne pouvant se faire
de manière prophylactique en raison de ce risque d’acidification importante
du milieu, nous avons opté pour une co-inoculation des lactobacilles et de
P. aeruginosa PAO1. De plus, afin d’éviter une réduction du tétrazolium par
des enzymes bactériennes, un traitement par de la gentamicine à 0,5 mg/ml
pendant 2 heures a été ajouté à la fin de la co-incubation. Des lavages ont
ensuite été réalisés afin d’éliminer un maximum de débris cellulaires ou bacté-
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riens. En e et, lors de la mise au point du protocole, l’étape de trypsination
était réalisée directement après l’incubation de 4 heures. Le traitement anti-
biotique n’était appliqué que sur le culot contenant cellules et bactéries. Nous
avons alors constaté que les mesures de viabilité sur des culots ne contenant
pas de cellules mais uniquement des bactéries étaient positives, suggérant une
relative ine cacité du traitement antibiotique dans la suppression du signal
lié aux bactéries, d’où une nécessité de l’appliquer directement dans les puits
et avant trypsination. Après 4 heures d’incubation et 2 heures de traitement
antibiotique, ni les lactobacilles ni P. aeruginosa PAO1 n’étaient détectables
dans le milieu de culture. Enfin, nous avons choisi d’inoculer les bactéries au
ratio 1 : 1 afin de respecter les ratios utilisés lors du criblage in vitro. Ce ratio
est également le plus neutre, bien que les lactobacilles soient éventuellement
défavorisés dans la mesure où ils présentent un métabolisme plus lent que celui
de P. aeruginosa PAO1.
L’activité cytotoxique de P. aeruginosa sur les cellules A549 a été démon-
trée au cours de di érents travaux (Ader et coll. 2005 ; Wang et coll. 2013).
Cette cytotoxicité est en partie causée par l’élastase sécrétée par P. aeruginosa
qui est responsable de la destruction des épithéliums respiratoires (Azghani
et coll. 1990 ; Blackwood et coll. 1983). Azghani et coll. ont également mis
en évidence l’activité pro-inflammatoire de l’élastase de P. aeruginosa (Az-
ghani et coll. 2002). En e et, lors de l’infection de cellules A549 par P. aeru-
ginosa, la sécrétion d’IL-8 était significativement augmentée. En parallèle de
cette augmentation, l’élastase stimulait l’activation des ERK (Extracellular-
signal-Regulated-Kinases). Les ERK sont des enzymes appartenant à la voie des
MAP-kinases (MAPK ou Mitogen-Activated protein kinases) qui permet no-
tamment l’activation du facteur de transcription NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells). Ce facteur de transcription est par-
ticulièrement impliqué dans la régulation de l’immunité et de l’inflammation.
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Une inhibition de l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 par les lacto-
bacilles pourrait ainsi non seulement réduire les dégâts causés aux tissus mais
également réduire l’inflammation causée par P. aeruginosa.
4.3.2 E ets des lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1 sur
la viabilité des cellules A549
Conformément à ce qui a déjà été décrit, l’inoculation des cellules A549 par
P. aeruginosa PAO1 seul a entraîné une diminution significative de la viabilité
cellulaire. L’inoculation des cellules par le mélange de lactobacilles a eu pour
e et une augmentation de leur viabilité. La co-inoculation des cellules par le
mélange de lactobacilles et par P. aeruginosa PAO1 (ratio 1 : 1) a permis de
restaurer partiellement la viabilité des cellules A549 après 4 heures d’incuba-
tion. L’e et cytoprotecteur du mélange de lactobacilles ne s’étant pas exercé
via une activité bactéricide sur P. aeruginosa PAO1 ou une acidification du mi-
lieu, d’autres mécanismes sont à envisager. Le premier pourrait être l’inhibition
de l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1, L. fermentum K.C6.3.1E et
L. zeae Od.76 ayant inhibé ce facteur de virulence de P. aeruginosa PAO1 in
vitro.
Une autre hypothèse est l’existence d’une inhibition de l’adhésion du pa-
thogène aux cellules. Ainsi Wong et coll. ont étudié les e ets de L. rhamnosus
GG dans un modèle d’infection par Streptococcus pneumoniae de la lignée de
cellules épithéliales humaines CCL23 (Wong et coll. 2013). Les auteurs ont
comparé les e ets des lactobacilles sur l’adhésion de 4 souches de Streptoccocus
pneumoniae (PMP843, PMP558, PMP812 et PMP6) aux cellules épithéliales.
Les lactobacilles étaient inoculés 1 heure avant l’infection, en même temps que
le pathogène ou bien 1 heure après l’infection. Deux doses de lactobacilles ont
été testées. Lors des inoculations prophylactiques du lactobacille, les adhésions
de 3 des 4 souches de Streptococcus pneumoniae étaient réduites. Lors des co-
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inoculations, la dose élevée de lactobacilles permettait de réduire l’adhésion de
toutes les souches de Streptococcus pneumoniae. En traitement curatif, l’utili-
sation de la dose élevée de L. rhamnosus GG a permis l’inhibition de 2 souches
de Streptococcus pneumoniae. La faible dose de L. rhamnosus GG a également
permis la réduction de l’adhésion de Streptococcus pneumoniae PMP558. En
présence (administration 1 heure avant infection) ou en absence des lactoba-
cilles, aucune di érence de concentrations d’IL-6 et d’IL-8 n’a été constatée.
Ces expérimentations ont été réalisées pour les souches Streptoccocus pneumo-
niae PMP843 et PMP6. Ce travail a démontré la capacité de L. rhamnosus
GG a protéger les cellules par une inhibition de l’adhésion du pathogène plutôt
que par une activité anti-inflammatoire. Sans aller jusqu’à parler d’inhibition
de l’adhésion de P. aeruginosa PAO1, nos travaux mettent également en évi-
dence l’existence de mécanismes non-inflammatoires permettant d’excercer un
e et protecteur sur les cellules pulmonaires A549.
Di érents travaux ont également permis de démonter la capacité de cer-
tains lactobacilles à exercer une activité cytoprotectrice via une interaction
avec le système immunitaire et notamment en influençant la sécrétion de cy-
tokines. Rizzo et coll. ont ainsi démontré l’e et protecteur d’un prétraitement
de cellules A549 par une souche de L. plantarum face à une infection par
Streptococcus pyogenes (Rizzo et coll. 2013). Les cellules étaient exposées au
lactobacille pendant 12 heures avant leur infection par le pathogène. Les cel-
lules étaient ensuite cultivées 24 heures en présence de Streptococcus pyogenes,
leur viabilité étant mesurée (essai MTT) à 8, 12 et 24 heures. Le prétrai-
tement par le lactobacille a permis de restaurer la viabilité cellulaire après
12 heures d’infection. En revanche, à 8 heures, aucune di érence de viabilité
n’apparaissait entre les cellules infectées prétraitées ou non. Lors de ce travail,
les auteurs ont également démontré une stimulation de la sécrétion des IL-
17 et -23 par Streptococcus pyogenes, ainsi qu’une réduction de cette activité
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pro-inflammatoire après un prétraitement des cellules par le lactobacille. En
utilisant des anticorps anti-TLR2 ou anti-TLR4, l’e et anti-inflammatoire du
lactobacille était absent. L. plantarum exerçait ainsi son activité via ces deux
récepteurs. Cependant, ce mécanisme n’est probablement pas intervenu lors de
nos travaux puisque nous n’avons détecté aucune activité anti-inflammatoire
du mélange de lactobacilles et notamment aucun e et sur la sécrétion d’IL-6
et d’IL-8.
4.3.3 E ets des lactobacilles et de P. aeruginosa PAO1 sur
la sécrétion de cytokines par les cellules A549
Lors des expérimentations cellulaires, ni les lactobacilles, ni P. aeruginosa
PAO1 seuls n’ont modifié significativement la production d’IL-10 ou de TNF-a.
Toutefois, lors de la co-infection des cellules par les lactobacilles et P. aeru-
ginosa PAO1, la concentration en IL-10 dans le surnageant était légèrement
augmentée, bien que les concentrations soient restées très faibles. Les lacto-
bacilles ont augmenté la sécrétion d’IL-6, tandis que P. aeruginosa PAO1 a
stimulé la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8. Les lactobacilles n’ont démontré aucun
e et sur l’activité pro-inflammatoire initiée par P. aeruginosa PAO1, pas plus
qu’ils n’ont eu d’e et sur la sécrétion d’IL-8.
Malgré tout, di érents travaux ont mis en évidence l’existence d’interac-
tions possibles entre lactobacilles et système immunitaire, notamment via les
TLR.
Armstrong et coll. ont ainsi étudié l’expression des TLR2 et 4 par des
cellules alvéolaires de type II humaines obtenues par culture primaire (Arm-
strong et coll. 2004). Ils ont également étudié les e ets du lipopolysaccharide
(LPS) et du acide lipotéichoïque (LTA)), qui sont des médiateurs de l’inflam-
mation présents respectivement chez les bactéries à Gram négatif et à Gram
positif, sur la sécrétion de l’IL-8. Ils ont d’une part démontré que ces deux
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TLR sont bien exprimés par ces cellules, mais que le TLR2 n’était quasiment
pas exprimé à la surface de la cellule. L’expression des mRNA des TLR2 et
4 était stimulée par le LPS. Toutefois, si cette stimulation se traduisait bien
par une surexpression à la surface cellulaire du TLR4, l’expression à la surface
du TLR2 n’était pas influencée par le LPS, suggérant l’existence d’un contrôle
post-transcriptomique de l’expression du TLR2. La sécrétion d’IL-8 était sti-
mulée à la fois par le LPS et par le LTA. L’e et du LTA était moins important
que celui du LPS, ce que les auteurs expliquent par la faible expression à la
surface cellulaire du TLR2. Ce travail met en évidence le rôle des cellules épi-
théliales dans la réponse immunitaire au niveau pulmonaire, grâce notamment
à l’interaction entre TLR et composants des parois des bactéries à Gram po-
sitif ou négatif. Le LPS et le LTA stimulaient ainsi la sécrétion d’IL-8 par les
cellules alvéolaires de type II.
La capacité de certains lactobacilles à réduire l’inflammation consécutive à
une infection par un pathogène a déjà été mise en évidence. Dans un modèle
cellulaire d’infection par la souche entéro-toxinogène E. coli 987, Shimazu et
coll. ont constaté une diminution de la production d’IL-6 et d’IL-8 par des
cellules épithéliales intestinales porcines (culture primaire) après un prétraite-
ment par L. jensenii TL2937 (Shimazu et coll. 2012). Dans ce modèle, L. jen-
senii TL2937 inhibait l’activation des voies des MAPK et du NF-kB, impli-
quées dans les réponses inflammatoires de la cellule. Parallèlement, L. jensenii
TL2937 entraînait une réduction de la production de l’IL-6 et de l’IL-8.
Les e ets des bactéries sur l’inflammation di èrent donc selon les couples
bactéries/cellules en jeu, suggérant ainsi l’existence de relations complexes
entre ces entités. De plus, il est di cile de tirer des conclusions quant à ce
qui pourrait se passer in vivo à partir de résultats obtenus dans des modèles
cellulaires, notamment parce que les cellules épithéliales ne sont pas les seuls
intervenants de la réponse immunitaire chez l’animal. Le résultat important
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obtenu dans notre modèle cellulaire était ainsi l’e et cytoprotecteur exercé par
les lactobacilles lors d’une infection de pneumocytes de type II par P. aeru-
ginosa PAO1, possiblement via une inhibition de l’activité élastolytique du
pathogène ou une réduction de sa capacité à adhérer aux cellules.
Lors de nos expérimentations cellulaires, nous n’avons pas mis en évidence
de rôle important des cytokines IL-6, IL-8, IL-10 ou TNF-a dans l’e et cyto-
protecteur des lactobacilles. La première explication possible est que, dans ce
modèle, la cytotoxicité de P. aeruginosa PAO1 et l’e et cytoprotecteur des lac-
tobacilles s’exercent sans activation de ces voies de signalisation. Une seconde
hypothèse est que ces expérimentations ont été réalisées en présence unique-
ment de cellules épithéliales qui, bien qu’impliquées dans l’immunité, n’en sont
pas les principaux e ecteurs. Les cascades de signalisation, via notamment les
cytokines, sont plus di ciles à mettre en évidence dans de tels modèles, d’où
l’intérêt du modèle animal, plus complexe et impliquant tous les acteurs de la
réponse immunitaire.
4.4 E ets des lactobacillles dans un modèle murin de pneu-
monie à P. aeruginosa PAO1
Afin de valider notre stratégie de criblage in vitro, nous avons étudié les
e ets de l’instillation trachéale et prophylactique d’un mélange de 3 lacto-
bacilles sur la charge bactérienne pathogène et sur l’inflammation au niveau
respiratoire dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1.
4.4.1 Modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1
Le potentiel infectieux de P. aeruginosa PAO1 repose sur sa capacité à
coloniser des épithéliums, et notamment l’épithélium respiratoire, et égale-
ment sur ses nombreux facteurs de virulence. Parmi ces derniers, le biofilm et
l’élastase jouent un rôle important dans le caractère pathogène de la bactérie
(section 1.4.3).
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La capacité de P. aeruginosa à adhérer à des épithéliums repose notamment
sur leur dégradation (Wilson et coll. 1996), or l’élastase produite par P. aeru-
ginosa PAO1 entraîne une dégradation de l’épithélium respiratoire (Azghani
et coll. 1990 ; Blackwood et coll. 1983). L’élastase sécrétée par P. aeruginosa
inhibe également les capacités de phagocytose des macrophages alvéolaires via
la dégradation de 2 protéines du surfactant (SP-A et DP-D) (Faure et coll.
2006 ; Mariencheck et coll. 2003). Ces deux collectines sont impliquées dans
la phagocytose par les macrophages alvéolaires, dans le chimiotactisme pour
les macrophages alvéolaires et les polynucléaires neutrophiles. Elles peuvent
également moduler la sécrétion de cytokines par les cellules. Le biofilm formé
par P. aeruginosa est un élément important dans la mise en place d’une infec-
tion, notamment au niveau respiratoire (Costerton et coll. 1999 ; Römling
et coll. 2012). Le biofilm permet à P. aeruginosa d’échapper au moins partiel-
lement au système immunitaire de l’hôte.
Il a été démontré que P. aeruginosa stimulait la production d’IL-6 et de
TNF-a par les macrophages alvéolaires et par des cellules épithéliales pulmo-
naires murines (Raoust et coll. 2009). Cette production des cytokines IL-6
et TNF-a est liée à la reconnaissance du LPS par les TLR2 et 4 ou de la
flagelline par le TLR5 des macrophages alvéolaires et des cellules épithéliales.
De même, dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa TBCF10839,
Wölbeling et coll. ont constaté que les concentrations en TNF-a et en IL-6
dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) étaient maximales 4 heures après
l’instillation intratrachéale de P. aeruginosa (Wölbeling et coll. 2011). Faure
et coll. ont étudié l’importance de l’expression du TLR4 dans le contrôle d’une
infection pulmonaire à P. aeruginosa chez la souris (Faure et coll. 2004).
Les auteurs ont comparé les conséquences d’une infection pulmonaire par des
doses moyennes de P. aeruginosa PA103 (6.104 ufc par souris) chez des souris
exprimant (C3H/FeJ) ou n’exprimant pas (C3H/HeJ) le TLR4. La clairance
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de P. aeruginosa PA103 était inférieure chez les souris C3H/HeJ 4 heures
après l’infection, avec pour conséquence une mortalité également plus élevée
à 4 jours chez ces souris. Dans les lavages broncho-alvéolaires, les quantités
de leucocytes étaient significativement réduites chez les souris C3H/HeJ. De
plus, lors de l’infection par de hautes doses de P. aeruginosa PA103 (5.105 ufc
par souris), ces souris ne sécrétaient quasiment pas de TNF-a au niveau pul-
monaire, contrairement aux souris C3H/FeJ. Le faible nombre de leucocytes
et l’absence de sécrétion de TNF-a au niveau pulmonaire pourrait indiquer
l’inexistence d’une réponse immunitaire adéquate permettant d’éliminer le pa-
thogène en l’absence de TLR4 fonctionnel.
Ramphal et coll. se sont intéressés à l’interaction entre LPS et TLR2 et 4
chez des souris TLR2,4≠/≠ et TLR2,4+/+ d’une part et à l’interaction entre
flagelline, une protéine importante du filament flagellaire, et TLR5 en utili-
sant la souche P. aeruginosa PAKDfliC (absence du gène fliC impliqué dans
la synthèse de la flagelline) chez des souris TLR2,4+/+ d’autre part (Ramphal
et coll. 2008). Ils ont d’abord constaté que les souris TLR2,4≠/≠ étaient inca-
pables de contrôler l’infection à P. aeruginosa PAKDfliC. Ils ont également
démontré que la sécrétion de TNF-a était principalement liée à une activation
des TLR2 et 4 par le LPS et que la sécrétion d’IL-6 était induite par la somme
des e ets de l’activation des TLR2 et 4 et de la détection de la flagelline.
Ces di érents travaux ont mis en évidence le fait qu’une partie non né-
gligeable de l’e et pro-inflammatoire de P. aeruginosa PAO1 s’exerce via sa
reconnaissnce par les TLR, notamment via les TLR2, 4 et 5. Cette inflamma-
tion est nécessaire au bon fonctionnement du système immunitaire, mais une
inflammation non contrôlée peut être délétère pour l’hôte, d’où l’intérêt de s’in-
téresser d’une part aux e ets antibactériens des lactobacilles mais également
à leurs e ets sur l’inflammation.
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4.4.2 E et des lactobacilles sur la charge pulmonaire en P. ae-
ruginosa PAO1
La prophylaxie reposant sur l’administration d’une seule dose du mélange
de lactobacilles 18 heures avant l’instillation de P. aeruginosa PAO1 a permis
de réduire la charge pulmonaire du pathogène chez les souris 4 heures après
l’infection. Nous avons également observé une diminution de la charge pul-
monaire en P. aeruginosa PAO1 dans le cas d’une prophylaxie reposant sur
l’administration de deux doses du mélange de lactobacilles respectivement 42 et
18 heures avant l’instillation de P. aeruginosa PAO1, bien que cette di érence
ne soit pas significative. Cette diminution de la concentration de P. aeruginosa
PAO1 pourrait s’expliquer par la production par les lactobacilles d’acides orga-
niques. Comme démontré lors de nos expérimentations in vitro, P. aeruginosa
PAO1 a che une grande susceptibilité aux acides et particulièrement à l’acide
acétique. Ainsi, à des concentrations supérieures à 50 mM, l’acide acétique
inhibait la croissance de P. aeruginosa PAO1 dès pH 6. Néanmoins, ces e ets
certes très importants in vitro sont probablement moins importants in vivo
en raison de l’existence d’une régulation du pH physiologique, même s’il est
possible que le pH soit plus acide localement.
L’hypothèse de la production de bactériocines par les lactobacilles peut être
écartée dans la mesure où aucune activité bactériostatique ou bactéricide des
3 lactobacilles n’a été détectée hors conditions acides in vitro. Étant donnée
l’absence d’inhibition de la croissance de P. aeruginosa PAO1 lors de cocultures
avec les lactobacilles, il est possible que cette diminution de la concentration en
P. aeruginosa PAO1 dans les poumons ait été causée par un autre mécanisme.
Un des facteurs pouvant permettre d’expliquer la diminution de la charge
pathogène pulmonaire serait une inhibition de l’adhésion de P. aeruginosa
aux épithéliums. Ainsi, certains probiotiques ont démontré des capacités à in-
hiber la colonisation de di érents écosystèmes par des pathogènes en limitant
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leur adhésion aux cellules épithéliales (Forestier et coll. 2001 ; Matsumoto
et coll. 2008 ; Osset et coll. 2001). Matsumoto et coll. ont ainsi étudié les e ets
de Bifidobacterium longum BB536 et de Bifidobacterium breve ATCC15700
dans un modèle murin de sepsis à P. aeruginosa D4 (Matsumoto et coll.
2008). Les auteurs ont notamment constaté que Bifidobacterium longum BB536
permettait la survie de 70 % des souris contre 0 % chez les souris non trai-
tées. Cette survie améliorée s’accompagnait d’une réduction de la charge en
P. aeruginosa D4 dans tout le jéjunum, l’ileum, le cécum et le côlon. Ils ont
ensuite étudié les e ets d’une pré-incubation de cellules CaCo-2 en présence
de Bifidobacterium longum BB536 ou de Bifidobacterium breve ATCC15700
pendant 4 heures avant l’inoculation de P. aeruginosa D4. Après deux heures
d’incubation, l’adhésion du pathogène était réduite en présence de Bifidobacte-
rium breve ATCC15700 et encore plus en présence de Bifidobacterium longum
BB536. Cependant, les surnageants des bifidobactéries inhibaient la croissance
de P. aeruginosa D4, suggérant l’existence d’un mécanisme bactéricide plutôt
qu’une inhibition spécifique de l’adhésion du pathogène aux épithéliums.
Une autre hypothèse qui pourrait permettre d’expliquer la diminution de
la charge pulmonaire de P. aeruginosa PAO1 repose sur l’existence de phé-
nomènes de co-agrégation. Ainsi, Ekmekci et coll. ont démontré la capacité
de di érentes souches de lactobacilles à co-agréger avec E. coli ATCC11229
in vitro (Ekmekci et coll. 2009). Ces capacités de co-agrégation dépendaient
principalement de la souche de lactobacille et très peu des conditions d’incuba-
tion (aérobiose ou anaérobiose). La formation de co-agrégats entre lactobacilles
et pathogène permet notamment de créer un environnement biochimique hos-
tile autour de ce dernier, tout en réduisant ses capacités à se déplacer et à
adhérer aux épithéliums (Younes et coll. 2012). In vitro, les souches L. fer-
mentum K.C6.3.1E et L. zeae Od.76 ont ainsi démontré une forte capacité
à floculer dans du MRS qui pourrait se traduire in vivo par une capacité à
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former des co-agrégats avec P. aeruginosa PAO1, l’empêchant de persister au
niveau pulmonaire et d’exercer une partie de son activité pathogène ou bien
encore de former du biofilm.
Lors de nos travaux, L. fermentum K.C6.3.1E et L. zeae Od.76 faisaient
partie des 5 souches inhibant significativement l’activité élastolytique de P. ae-
ruginosa PAO1 in vitro. L’inhibition de cette activité in vivo par les lactoba-
cilles pourrait d’une part réduire les capacités d’adhésion de P. aeruginosa
PAO1 mais également restaurer l’activité immunitaire du surfactant pulmo-
naire et favoriser l’élimination du pathogène par l’hôte. L’inhibition de la for-
mation de biofilm, notamment par L. paracasei ES.D.88, pourrait quant à elle
limiter la capacité de P. aeruginosa PAO1 à persister au niveau de l’épithélium
respiratoire. Tant la production d’élastase que la formation de biofilm sont sous
contrôle du quorum-sensing de P. aeruginosa (Le Berre et coll. 2006 ; Singh
et coll. 2000). Valdéz et coll. ont ainsi démontré que L. plantarum ATCC 10241
inhibait le quorum-sensing de P. aeruginosa PA100 en réduisant la production
des acyl homosérine lactones (Valdéz et coll. 2005). Il est toutefois di cile
de conclure quant aux résultats obtenus in vivo en se basant sur ce qui a été
observé in vitro.
4.4.3 E ets des lactobacilles sur la production pulmonaire de
cytokines
Nous avons observé une activité anti-inflammatoire des lactobacilles lors
de nos expérimentations animales. Dans notre étude, lors de la prophylaxie
comportant une seule administration de lactobacilles 18 heures avant l’instil-
lation du pathogène, les concentrations des cytokines IL-6 et TNF-a dans les
LBA des souris ayant reçu les lactobacilles et P. aeruginosa PAO1 étaient
moins importantes que dans les LBA des souris ayant reçu le pathogène seul
(p < 0,01), indiquant une réduction de l’inflammation causée par P. aerugi-
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nosa PAO1. Lors des expérimentations comportant deux instillations de lac-
tobacilles, seules les concentrations en TNF-a dans les LBA étaient réduites,
les concentrations en IL-6 n’étant pas di érentes entres le groupe ayant reçu
uniquement le pathogène et le groupe ayant reçu le mélange de lactobacilles
avant l’instillation de P. aeruginosa PAO1. Cette réduction de l’inflammation
pourrait être causée par la réduction de la charge pulmonaire en P. aeruginosa
PAO1 mais également par une interaction entre les lactobacilles et le système
immunitaire de la souris.
Tanaka et coll. ont étudié les e ets de l’administration de L. pentosus b240
pendant 21 jours chez des souris CBA/J avant leur infection par Streptococcus
pneumoniae (Tanaka et coll. 2011). Les souris ont quotidiennement reçu les
lactobacilles inactivés thermiquement ou un placebo par voie orale (gavage).
Elles étaient ensuite observées pendant 14 jours (survie) ou euthanasiées après
2 jours (charges bactériennes et dosages des cytokines). Aucune di érence si-
gnificative n’a été mise en évidence concernant la survie des souris 14 jours
après l’infection. Toutefois, 2 jours après l’infection, les concentrations pulmo-
naires de Streptococcus pneumoniae étaient significativement réduites chez les
souris appartenant au groupe ayant reçu le lactobacille. Dans le même temps,
les concentrations pulmonaires des cytokines TNF-a et IL-6 étaient significa-
tivement réduites chez les souris ayant reçu le lactobacille. Les concentrations
de ces cytokines n’étaient pas modifiées dans le groupe ayant seulement reçu
les lactobacilles par rapport au groupe ayant seulement reçu le placebo. Chez
les souris infectées ayant reçu le lactobacille, l’expression des TLR2 et 4 était
augmentée par rapport aux souris n’ayant pas reçu le lactobacille. Chez les sou-
ris infectées, L. pentosus b240 a induit une inhibition de l’activation de JNK,
qui appartient aux MAP-kinases. Ces résultats démontrent ainsi l’existence
d’une interaction entre L. pentosus b240 et le système immunitaire murin via
les TLR2,4 et la voie des MAP-kinases permettant de contrôler l’infection par
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Streptococcus pneumoniae.
Racedo et coll. ont étudié les e ets de l’administration de L. casei CRL431
dans un modèle murin de pneumonie à Streptococcus pneumoniae (Racedo
et coll. 2006). Des souris Swiss ont reçu 109 ufc du lactobacille par voie orale
(eau de boisson) chaque jour pendant 2 jours puis 106 ufc de Streptococcus
pneumoniae par voie intranasale (groupe Lc2d). Les souris ont ensuite été
euthanasiées aux jours 1,2,3,5,7,10 et 15 après l’infection afin d’étudier les pa-
ramètres microbiologiques, histopathologiques et immunitaires. La clairance
de Streptococcus pneumoniae était ainsi augmentée dès le premier jour après
l’infection chez les souris ayant reçu le probiotique. Toujours chez ces souris,
les taux de polynucléaires neutrophiles (PNN) et de leucocytes dans le sang
étaient plus élevés jusqu’à 5 jours après l’infection. Parallèlement, les concen-
trations en TNF-a dans les poumons était supérieures chez les souris Lc2d
jusqu’à la douzième heure après l’infection. Dès la vingt-quatrième heure post-
infection, la tendance s’inversait, avec une concentration en TNF-a dans les
LBA supérieure pour le groupe contrôle jusqu’à la quarante-huitième heure
post-infection.
Il est intéressant de noter que selon le lactobacille employé, la méthode
et les intervalles d’administration, les e ets sur l’inflammation chez les souris
sont di érents. Racedo et coll. ont constaté un e et plutôt pro-inflammatoire,
au moins durant les quelques heures suivant l’infection, tandis que Tanaka et
coll. ont démontré un e et anti-inflammatoire des lactobacilles. Lors des deux
études, l’administration orale de lactobacilles a toutefois permis d’améliorer
la clairance des pathogènes au niveau respiratoire. Selon les résultats décrits
dans ces travaux, les lactobacilles seraient ainsi capables d’interagir avec le sys-
tème immunitaire afin de contrôler l’activation des TLR ainsi que la signalisa-
tion cellulaire telle que la voie des MAP-kinases, permettant ainsi un meilleur
contrôle de l’infection par les animaux. Il est possible d’envisager l’existence
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de ces mécanismes lors de nos travaux en raison de la modulation des e ets
pro-inflammatoires de P. aeruginosa PAO1 (IL-6 et TNF-a) par le mélange des
lactobacilles L. fermentum K.C6.3.1E, L. paracasei ES.D.88 et L. zeae Od.76.
Racedo et coll. ont également décrit une augmentation des niveaux d’IgA et
d’IgG anti-pneumococciques dans les LBA des souris au quinzième jour sui-
vant l’infection. Toutefois, le rôle des immunglobulines est incertain dans notre
modèle dans la mesure où l’activation de leur production nécessite des délais
supérieurs à la durée de nos expérimentations.
Un des pivots de l’interaction entre les lactobacilles et le système immu-
nitaire pourrait être le macrophage. Miake et coll. ont étudié les e ets d’une
injection prophylactique intrapéritonéale de L. casei YIT 9018 inactivé ther-
miquement chez des souris C57BL/6 ayant reçu une injection intrapéritonéale
de P. aeruginosa KC-2 (Miake et coll. 1985). Ils ont constaté une diminution
des quantités de P. aeruginosa présentes dans la rate et dans la cavité périto-
néale des souris 5 jours après l’administration du lactobacille et 6 ou 12 heures
après l’injection de P. aeruginosa. En parallèle, les quantités de PNN étaient
augmentées dans la cavité péritonéale dès le premier jour après l’injection du
lactobacille. Les souris contrôles (injection de PBS) et les souris ayant reçu le
lactobacille ont été irradiées avant l’infection : ce traitement devait permettre
de détruire certaines cellules telles que les PNN, tout en préservant l’activité
des macrophages. Après irradiation, les quantités de P. aeruginosa chez les
souris ayant reçu le lactobacille étaient inférieures à celles observées chez les
souris ayant reçu du PBS. Après traitement par un agent bloquant spécifique-
ment l’activité des macrophages, l’e et protecteur du lactobacille a disparu,
suggérant une interaction entre lactobacille et macrophage.
Ainsi, Kim et coll. ont étudié les e ets de l’acide lipotéichoïque de L. plan-
tarum K8 (pLTA), un composant de la paroi des bactéries à Gram positif, sur
l’activité inflammatoire du LPS de E. coli O55 : B5 sur des macrophages dé-
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rivés de la moëlle osseuse de souris BALB/c sauvages ou mutées sur le TLR2
(Kim et coll. 2008). Le TLR2 n’était pas nécessaire à l’induction de la sécrétion
de TNF-a par les macrophages. Ensuite, le prétraitement des cellules pendant
18 heures par le pLTA a permis de réduire leur sécrétion de TNF-a après sti-
mulation par du LPS, et ce uniquement chez les macrophages exprimant le
TLR2. De plus, l’e et anti-inflammatoire du pLTA dépendait de la dose de
pLTA utilisée. L’acide lipotéichoïque pourrait ainsi jouer un rôle dans la ré-
duction des e ets pro-inflammatoires induits par la détection du LPS par les
TLR, notamment en interragissant avec le TLR2. Kim et coll. ont également
démontré au cours de ce travail que le prétraitement de cellules appartenant
à la lignée de monocytes THP-1 permettait une inhibition de la phosphoryla-
tion de ERK, p38 et JNK (3 acteurs de la voie des MAP-kinases) ainsi qu’une
inhibition de NF-kB.
Ces travaux mettent en évidence la capacité des lactobacilles à communi-
quer avec le système immunitaire. Cette communication, notamment dans le
cas d’une infection, semble jouer un rôle dans la réduction des e ets délétères
de celle-ci, notamment en permettant d’inhiber partiellement les voies de si-
gnalisation associées à l’inflammation. De plus, et contrairement aux résultats
obtenus lors des expérimentations sur les cellules A549, les lactobacilles n’ont
pas stimulé la sécrétion d’IL-6 chez la souris, renforçant l’hypothèse de leur
interaction avec d’autres cellules que les cellules épithéliales.
Il est possible que l’e et anti-inflammatoire de nos 3 lactobacilles chez la
souris infectée par P. aeruginosa PAO1 soit en fait lié à la réduction de la
charge pathogène pulmonaire. Cependant, lors de la prophylaxie comportant
2 administrations de lactobacilles, aucune inhibition de la sécrétion d’IL-6 n’a
été observée, et la réduction de la sécrétion de TNF-a était moins importante
que lors de la prophylaxie avec une seule administration de lactobacilles. Lors
des deux séries expérimentales, les variations de concentrations en P. aerugi-
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nosa PAO1 entre les groupes PAO1 et LbPAO1 ont été similaires. L’une des
di érences entre les deux séries d’expérimentations était la concentration en
lactobacilles : leur concentration était en e et moins élevée dans le groupe Lb-
PAO1 après deux instilllations prophylactiques. Cette corrélation entre concen-
tration inférieure en lactobacilles et diminution de l’e et anti-inflammatoire
semble indiquer l’existence d’un e et spécifique des lactobacilles dans notre
modèle, au-delà d’une réduction de la charge bactérienne pulmonaire de P. ae-
ruginosa PAO1. Il est également possible que l’e et anti-inflammatoire soit
moins marqué lors de l’exposition prolongée des souris aux lactobacilles.
4.4.4 Clairance des lactobacilles dans les poumons
Vingt-deux heures après l’administration des lactobacilles, leur nombre
était réduit de 2,5 logarithmes par rapport à la quantité de bactéries ins-
tillées. Cette diminution a été observée aussi bien lors de l’essai avec une
administration de lactobacilles que lors de l’essai avec deux administrations
de lactobacilles. Plusieurs causes peuvent expliquer cette diminution : la clai-
rance par l’organisme, la di culté d’une partie des bactéries à adhérer ou bien
encore une compétition entre les di érents lactobacilles instillés. De plus, la
concentration pulmonaire des lactobacilles était la même 4 heures après l’in-
fection, tant lors des expérimentations comportant une seule administration
du mélange que dans le cas de deux administrations du mélange. En revanche,
l’instillation de P. aeruginosa PAO1 n’a eu aucune influence sur les concentra-
tions pulmonaires des lactobacilles. Le fait que les concentrations pulmonaires
en lactobacilles aient été les mêmes après une ou deux instillations semble in-
diquer leur di culté à persister au-delà de 24 heures. À notre connaissance,
aucune étude portant sur l’utilisation de lactobacilles dans des modèles mu-
rins d’infections respiratoires n’a tenu compte de la persistance de ces bactéries
après instillation dans les poumons. Ce paramètre est important car au-delà
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d’un éventuel e et stimulant la réponse immunitaire de l’hôte, les lactobacilles
peuvent entrer en compétition spatiale avec un pathogène. La persistance des
lactobacilles dans les poumons permet d’envisager que les bactéries exercent
les e ets démontrés in vitro, à savoir réduction de la formation de biofilm ou di-
minution de l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1, directement dans
les poumons.
Les résultats obtenus grâce aux modèles cellulaire et animal ont permis
de démontrer les e ets protecteurs du mélange de L. fermentum K.C6.3.1E,
L. paracasei ES.D.88 et L. zeae Od.76 vis-à-vis des cellules A549 et des souris
C57BL/6. Ces e ets semblent en partie exercés via une activité antibactérienne
des lactobacilles mais également grâce à une interaction entre lactobacilles et
système immuninitaire. Ces résultats sont cependant essentiellement descriptifs
et une analyse des mécanismes intervenant dans ces e ets sera nécessaire.
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Conclusions et perspectives
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogène opportuniste respon-
sable essentiellement d’infections pulmonaires chez les individus vulnérables,
particulièrement dans les services de réanimation ou chez les patients atteints
de la mucoviscidose. P. aeruginosa possède de nombreux mécanismes de vi-
rulence et d’antibiorésistances, ce qui rend ces infections compliquées à com-
battre. En conséquence, les pneumonies à P. aeruginosa induisent des augmen-
tations significatives des taux de mortalité et de morbidité chez les patients af-
fectés. Plus généralement, la multiplication des résistances aux antibiotiques re-
présente un enjeu sanitaire majeur, comme en témoigne l’apparition de germes
résistants à toutes les molécules actuellement sur le marché. Il existe cependant
des alternatives aux traitements reposant exclusivement sur l’administration
d’antibiotiques, l’une d’elles étant l’utilisation de probiotiques. L’utilisation de
probiotiques revient à confronter le pathogène à un adversaire qui va réduire
voire éliminer son potentiel de nuisance par di érents mécanismes connus ou
à découvrir.
L’objectif de ce travail était de développer une flore de barrière oropharyn-
gée o rant une protection contre la colonisation des poumons par P. aerugi-
nosa. La première étape de ce travail devait nous permettre de constituer une
collection de lactobacilles isolés des cavités orales de volontaires sains. Cent
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quatre-vingt-huit isolats ont été obtenus par écouvillonnage des cavités orales
de vingt-trois volontaires sains. L’intérêt de ces isolats a ensuite été évalué
en fonction de leur activité contre la production de biofilm et l’activité élas-
tolytique de P. aeruginosa, deux facteurs de virulence de cette bactérie. Ces
essais ont dû être réalisés en tenant compte de la sensibilité de P. aeruginosa
aux pH acides ainsi qu’à l’acide acétique, naturellement produit par un cer-
tain nombre de lactobacilles, et ceci afin d’éviter de ne sélectionner des isolats
actifs qu’en raison de leur production d’acides. Soixante-sept des isolats oraux
ainsi que 20 lactobacilles isolés de laits crus ont été criblés contre la formation
de biofilm et l’activité élastolytique de P. aeruginosa. Trois souches actives
contre la production de biofilm et 5 souches inhibant l’activité élastolytique de
P. aeruginosa ont alors été sélectionnées. Parmi ces 8 souches, 5 appartenaient
à l’espèce Lactobacillus fermentum, 1 à l’espèce L. paracasei et 1 à l’espèce
L. zeae.
Les souches sélectionnées ont ensuite été identifiées grâce à une approche
polyphasique combinant spectrométrie de masse de type MALDI-ToF, galeries
API 50 CHL et séquençage des gènes ARNr 16S, rpoA et pheS. La capacité de
ces lactobacilles à pousser dans une salive artificielle ainsi que leurs résistances
aux antibiotiques ont également été étudiées. Ces souches ont ainsi démontré
de bonnes capacités à survivre et à se multiplier dans une salive artificielle et
aucune autre résistance que celle à la vancomycine n’a été détectée.
Nous avons ensuite mesuré les e ets d’un mélange de lactobacilles sur la
prolifération de cellules épithéliales pulmonaires A549 ainsi que sur la sécrétion
des cytokines IL-6, IL-8, IL-10 et TNF-a par ces cellules. Le mélange incluait
2 des souches les plus actives contre l’activité élastolytique de P. aeruginosa
PAO1 (L. fermentum K.C6.3.1E et L. zeae Od.76) ainsi que l’une des souches
les plus actives contre la formation de biofilm par P. aeruginosa PAO1 (L. pa-
racasei ES.D.88). Ces souches étaient en outre celles ayant le plus acidifié le
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milieu lors des essais de croissance en salive artificielle. Ce mélange a permis de
réduire significativement la cytotoxicité exercée par P. aeruginosa PAO1 sur
des cellules épithéliales pulmonaires A549, sans que nous puissions détecter
de modification significative de l’activité pro-inflammatoire de P. aeruginosa
PAO1 par les lactobacilles.
Les e ets prophylactiques de ce mélange de lactobacilles ont finalement été
mesurés dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1. Lors de
l’administration du mélange de lactobacilles 18 heures avant l’infection de sou-
ris C57BL/6 par P. aeruginosa, la colonisation pulmonaire par le pathogène
était réduite de façon significative et associée à une diminution de la sécrétion
des cytokines IL-6 et TNF-a. Lors d’une seconde série d’expérimentations ani-
males comportant cette fois deux administrations du mélange de lactobacilles
42 et 18 heures avant l’infection, la colonisation des poumons par P. aeru-
ginosa était de nouveau réduite mais de manière non significative. L’activité
anti-inflammatoire des lactobacilles ne concernait cette fois qu’une réduction
de la sécrétion de TNF-a , sans e et sur la sécrétion d’IL-6.
Cette stratégie nous a permis de sélectionner des souches de lactobacilles
adaptées à l’écosytème ciblé, à savoir la partie supérieure de l’arbre respiratoire.
Ces résultats nous ont également permis de valider notre stratégie de criblage.
Des expérimentations supplémentaires seront cependant nécessaires afin, d’une
part, de confirmer l’intérêt spécifique de ces souches et, d’autre part, de mieux
comprendre les mécanismes à l’origine de leur activité. L’une des premières
expérimentations à mettre en place serait d’utiliser des lactobacilles apparte-
nant aux espèces des souches testées et ne présentant pas d’activité contre la
formation de biofilm ou l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 comme
contrôle négatif lors des expérimentations cellulaires ou animales. Ceci devrait
permettre de déterminer la spécificité de l’activité des lactobacilles sélection-
nés. Il serait également intéressant d’évaluer les e ets individuels des 3 lactoba-
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cilles testés, avec la possibilité d’ajuster les proportions de chaque espèce dans
le mélange administré. De plus, les résultats obtenus lors des expérimentations
animales sont principalement descriptifs, et une étude des mécanismes par les-
quels les lactobacilles agissent chez la souris est nécessaire. Il serait notamment
intéressant d’étudier les e ets de ces lactobacilles sur l’activation des TLR. Il
serait également intéressant de mesurer les concentrations pulmonaires de KC
(un homologue de IL-8 chez les rongeurs), afin d’établir un point de comparai-
son supplémentaire avec le modèle cellulaire, et en raison de son implication
dans le recrutement des leucocytes.
Ces résultats sont encourageants quant à la possibilité d’utiliser le potentiel
probiotique des lactobacilles dans la recherche d’alternatives aux traitements
des infections respiratoires par des antibiothérapies seules.
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Développement d’une application oropharyngée de lactobacilles pour lutter contre les infections 
respiratoires à Pseudomonas aeruginosa 
 
Résumé : Pseudomonas aeruginosa est un pathogène opportuniste responsable de pneumonies. Il est particulièrement 
impliqué dans la mortalité des patients sous ventilation mécanique et des patients atteints de la mucoviscidose. Ces 
infections sont difficiles à traiter en raison de l’existence de nombreuses résistances aux antibiotiques chez cette 
bactérie et des alternatives thérapeutiques s’avèrent donc nécessaires. Nous avons ainsi émis l’hypothèse qu’une 
application oropharyngée de lactobacilles pourrait permettre de limiter les infections à P. aeruginosa et leurs effets 
chez les patients concernés. 
L’objectif principal de ce travail était d’évaluer les effets d’un mélange de lactobacilles dans un modèle murin de 
pneumonie à P. aeruginosa. Les effets de lactobacilles isolés dans les cavités orales de volontaires sains sur la 
formation de biofilm et l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 ont été mesurés in vitro. Les effets des 
lactobacilles sélectionnés ont ensuite été évalués dans un modèle d’infection de cellules épithéliales respiratoires 
(A549) par P. aeruginosa PAO1 puis dans un modèle murin de pneumonie à P. aeruginosa PAO1. Les effets de 87 
lactobacilles sur la formation de biofilm et l’activité élastolytique de P. aeruginosa PAO1 ont été déterminés in vitro, 
aboutissant à la sélection de 3 et 5 souches ayant respectivement inhibé la formation de biofilm et l’activité 
élastolytique de P. aeruginosa PAO1. Parmi ces souches, L. fermentum K.C6.3.1E, L. paracasei ES.D.88 et L. zeae Od.76, 
qui étaient les souches les plus actives contre la formation de biofilm ou l’activité élastolytique et les plus acidifiantes 
lors de croissances dans une salive artificielle, ont été associées dans un mélange testé dans un modèle cellulaire 
d’infection à P. aeruginosa PAO1. Ce mélange n’a pas eu d’effet cytotoxique et a démontré un effet cytoprotecteur vis-
à-vis de l’infection à P. aeruginosa PAO1. In vivo, l’administration intratrachéale de ces mêmes bactéries de façon 
prophylactique a permis d’une part de réduire les charges pulmonaires en P. aeruginosa PAO1 et d’autre part de 
réduire ses effets pro-inflammatoires au niveau pulmonaire (IL-6, TNF-α). Ces résultats prometteurs laissent entrevoir 
la possibilité de nouvelles applications thérapeutiques pour les probiotiques. 
 
Mots-clés : Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus, infections respiratoires, pneumonies, probiotiques, modèle 
animal, antibiorésistance, biofilm, élastase. 
 
 
 
Development of an oropharyngeal application of lactobacilli to fight pulmonary infections with 
Pseudomonas aeruginosa 
 
Abstract : Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that causes pneumonia and which is involved in the 
mortality of mechanically-ventilated or cystic fibrosis patients. 
These infections are difficult to treat because of the existence of many antibiotic resistances in P. aeruginosa and 
therapeutic alternatives are needed. Our hypothesis was that the use of probiotics could be an alternative to antibiotic 
therapy in order to reduce P. aeruginosa infections and its injurious and pro-inflammatory effects in lungs. 
The main goal of this work was to evaluate the effects of lactobacilli in a murine model of P. aeruginosa pneumonia. 
The first step of this work was to screen lactobacilli isolated from oral cavities of healthy volunteers against biofilm 
formation and elastolytic activity of P. aeruginosa PAO1. The effects of selected lactobacilli were then evaluated in a 
model of infection of lung epithelial cells by P. aeruginosa PAO1 and in a murine model of P. aeruginosa PAO1 
pneumonia. Eighty-seven lactobacilli were tested in vitro, leading to the selection of 3 and 5 strains respectively active 
against biofilm formation and elastolytic activity. The most active strains (L. fermentum K.C6.3.1E, L. paracasei ES.D.88 
and L. zeae Od.76) toward biofilm formation and elastolytic activity were chosen to be tested in vitro, in a cell model of 
P. aeruginosa PAO1 infection. This mix showed cytoprotective effect against P. aeruginosa PAO1. Finally, the 
prophylactic intratracheal administration of the mix of lactobacilli in mice allowed to reduce the pulmonary loads in P. 
aeruginosa PAO1. In the same time, the pro-inflammatory effects 
(IL-6 and TNF- α) of the infection were reduced. These promising results suggest the possibility of new therapeutic 
applications for probiotics. 
 
Keywords : Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus, respiratory infections, pneumonia, probiotics, animal model, 
antibiotic resistance, biofilm, elastase. 
